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I.1 Regulación del pHi cardíaco 
 
 
 El músculo cardíaco mantiene una actividad continua con un ritmo regular de 
contracción-relajación y un metabolismo estrictamente aeróbico [1]. Como resultado de este 
metabolismo, grandes cantidades de CO2 como producto de desecho son generados, los cuales 
al hidratarse incrementan la concentración de H+; por lo tanto, el pH intracelular (pHi) de los 
miocitos cardíacos tiende a disminuir. Todos los procesos bioquímicos y fisiológicos sólo 
ocurren en un rango óptimo de pH. A valores menores al pHi fisiológico (~7.2) se evidencian 
serios inconvenientes en el funcionamiento normal del miocito: disminución de la afinidad de 
las proteínas contráctiles por el calcio y por lo tanto disminución en la contractilidad [1, 2]; 
cambios en el manejo de Ca2+ intracelular [3] y, en ciertas condiciones, la disminución del pHi 
puede gatillar arritmias [4]. 
 
 
Figura I.1: Se esquematizan los cinco 
principales mecanismos reguladores del 
pHi en cardiomiocitos. Dos mecanismos 
alcalinizantes (NBC y NHE) aumentan el 
pHi cuando este disminuye por debajo 
del fisiológico, mientras que otros tres, 
los acidificantes (AE, CHE o SLC26a9), 
disminuyen el pHi cuando está por 
encima de lo normal. 
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 Por lo tanto, para el correcto funcionamiento tanto eléctrico como contráctil es 
necesaria una regulación estricta del pHi cardíaco [5].  
  
  Cada cardiomiocito posee diferentes transportadores iónicos de membrana 
encargados de la minuciosa tarea de regular el pHi (figura I.1). Existen dos mecanismos 
alcalinizantes: el intercambiador Na+/H+ o NHE, que cataliza el influjo de un Na+ por cada H+ que 
extrae del espacio citosólico [6, 7], y el cotransportador Na+/HCO3
- o NBC, que impulsa el co-
influjo de un Na+ por una o dos moléculas de HCO3
- [8]. Otros dos mecanismos disminuyen el 
pHi, es decir acidifican, el intercambiador Cl
-/ HCO3
- o AE y el Cl-/OH- o CHE, ambos ingresan un 
Cl- por cada HCO3
- u OH- respectivamente [9-11]. Además, recientemente se ha demostrado en 
miocitos cardíacos de la posible existencia de un nuevo intercambiador aniónico acidificante 
denominado SLC26a6 capaz de intercambiar Cl-/HCO3
-, así como también sulfato (SO4
2-) u 
oxalato (C2O4
2−) [9]. En la figura I.2 se esquematiza la interrelación de los productos proteicos 



















Figura I.2: Análisis filogenético de los mecanismos reguladores de pHi en cadiomiocitos. Se utilizó la 
secuencia de aminoácidos de una variante representativa de splicing para cada uno de los 7 genes y, 
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 En condiciones de ausencia de HCO3
- el único mecanismo alcalinizante es el NHE. En 
condiciones fisiológicas, en las cuales el HCO3
- se encuentra presente, la contribución a pH 
cercanos al basal es prácticamente la misma para el NHE y el NBC. Esta diferencia se modifica a 
medida que el pH basal disminuye adquiriendo mayor importancia el NHE. [5] 
 
 






 En 1981, Boron y Boulpaep trabajando en túbulos renales de salamandra describieron 
un cotransporte electrogénico dependiente de Na+ y de HCO3
- [12].  Años más tarde en 1997 
Romero et al. clonaron por primera vez la secuencia encargada de codificar a la proteína 
bautizada aNBCe1-A. NBC por sus siglas en ingles Na+/Bicarbonate Cotransporter, “a” por 
Ambistoma (Salamandra), “e” por electrogénico, “A” por la primer variante de splicing del gen y 
“1” por ser el primero de dos genes que codifican para un cotransporte Na+/HCO3
- 
electrogénico [13]. Poco tiempo después, se halló la presencia de este contrasporte en otras 
especies como en la rata y en el humano [14, 15]. 
 
 Actualmente se conocen otras dos variantes de splicing para el cotransporte NBCe1. 
NBCe1-B que ha sido clonado en páncreas [16] y en corazón [13, 17] y es la variante más 
común, mientras que la tercera, NBCe1-C, se encuentra exclusivamente en cerebro [18]. 
 
 El NBCe1 posee al menos dos estequiometrías dependiendo del sistema en el cual se 
halla, 1:2 o 1:3 (Na+:HCO3
-). Investigaciones en ovocitos de Xenopus que expresaban 
heterólogamente la variante NBCe1-A revelaron una estequiometría 1:2 [19]. Muller-Berger et 
al. trabajando en el mismo modelo experimental encontraron que la estequiometría era 1:2 
cuando la concentración de calcio en el lado citosólico era de 100nM o menos; en cambio, la 
estequiometría se modificaba a 1:3 cuando el calcio aumentaba a 500nM [20]. Gross y 
colaboradores descubrieron que tanto el NBCe1-A como NBCe1-B cuando son expresados en 
una línea celular de túbulos renales proximales poseen una estequiometría 1:3 [21]. Mientras 
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que estudios realizados por nuestro laboratorio determinaron en miocitos aislados de gato y 




 En el año 2000 el grupo de Kurtz identificó en células cardíacas de humanos un segundo 
contransportador Na+/HCO3
- electrogénico, al cual denominó NBCe2 [24]. Mientras que se ha 
descripto la presencia del NBCe2 en varios tejidos de ratón (hígado, testículos, riñón, corazón, 
páncreas, cerebro, estómago y pulmón), estudios recientes realizados por nuestro laboratorio 
sólo han podido identificar a la isoforma NBCe1 como la única isoforma responsable del 
cotransporte electrogénico de Na+/HCO3
-, en miocitos ventriculares de rata. Esto significa que el 




 Otro cotransporte Na+/HCO3
-, NBC3 fue clonado por primera vez en músculo esquelético 
de humano [26, 27]. En el año 2000, tres variantes más del NBC3 fueron encontradas y 
caracterizadas electrofisiológicamente a partir de la aorta de rata determinándose que era un 
cotransporte electroneutro, con una estequiometria 1:1; por esta razón se lo rebautizó como 
NBCn1 [28, 29]. 
 
 Mediante la técnica de Northern-blots se determinó la presencia del NBCn1 en rata, 
hallándose en varios tejidos como páncreas, testículos, cerebro, hígado, riñón e inclusive 
corazón [29]. Recientemente hemos demostrado una contribución equivalente para las 
isoformas NBCn1 y NBCe1 en la recuperación del pHi tras una acidosis en miocitos ventriculares 
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 El cotransportador NBCe1 es una glicoproteína de membrana de 1035 aminoácidos y su 
peso molecular aproximado es de 130 kDa. Estudios topológicos de glicosilación realizados por 
el grupo de Kurtz en Los Ángeles, demostraron que las cadenas peptídicas atraviesan al menos 
en 10 oportunidades la bicapa lipídica [28]. Basándose en la estructura topológica del 
intercambiador aniónico 1 (AE1) y gráficos de hidropatía se predicen 13 dominios 
transmembranas (DT) y 2 bucles reentrantes [30, 31] (figura I.3). Además, entre los dominios 
transmembranas 5 y 6 existe un largo bucle extracelular glicosilado (Loop 3), y uno más 
pequeño entre los dominios 7 y 8 (Loop 4), a los que se la han atribuido propiedades 
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 AE1 AE2 AE3 NBCe1 NBCe2 NBCn1 
AE1 100% 55% 53% 34% 29% 33% 
AE2  100% 56% 34% 28% 30% 
AE3   100% 34% 30% 31% 
NBCe1    100% 53% 50% 
NBCe2     100% 39% 
NBCn1      100% 
 
Tabla I.2: Porcentaje de identidad de la familia SLC4. El porcentaje de identidad se realizó con la 
secuencia de aminoácidos de una variante representativa de splicing para cada transportador, utilizando 
el programa Geneious Pro 3.6.1. 
 
 Sin la ayuda de estructuras cristalinas, la disposición espacial de los aminoácidos del 
NBC aún no está del todo definida. Sin embargo, por ensayos como mutagénesis por escaneo 
de cisteínas, se han involucrado varios residuos aminoacídicos en la formación del poro de 
translocación de los iones, los cuales están sobre el DT 8, muy cercano al Loop 4 [33]. 
  
Figura I.3: Modelo topológico del NBCe1. Se distinguen los dominios N-terminal y C-terminal 
intracelulares y los bucles extracelulares 3 y 4 (Loop 3 y Loop4). Se propone que los sitios de glicosilación 
se encuentran sobre el Loop3. 
 
  




 Debido a la importancia del cotransporte Na+/HCO3
- en los túbulos renales, la mayor 
parte de la bibliografía especializada en estudiar su regulación es en riñón. Sin embargo, 
recientemente hemos demostrado en miocitos aislados de gato que la hormona angiotensina II 
(Ang II) posee efectos opuestos dependiendo sobre qué isoforma del NBC actúe (figura I.4), 
donde a través de receptores AT1 ejerce una regulación inhibitoria sobre el NBCe1 y 
estimulatoria sobre el NBCn1 [34, 35].  
 
 Además, Kohout et al. demostraron la activación del NBC en miocitos ventriculares de 
ratas neonatas a través de receptores AT2 y un mecanismo fosfoinositolindependiente [36]. Sin 
embargo, recientemente se describió la activación por fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2) del 





















Figura I.4: Resumen del efecto dual de la Angiontesina II sobre cada una de las dos isoformas 
presentes en el cardiomiocito. La Ang II a través de sus receptores AT1 provoca la activación de dos vías 
intracelulares diferentes. Por un lado, la activación de la quinasa p38, por un mecanismo desconocido, 
produce la inhibición del NBCe1. Mientras que la activación de la quinasa ERK1/2 a través de las especies 
reactivas de oxigena (ROS) incrementa la actividad mediada por NBCn1.  
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 La regulación por el sistema nervioso autónomo también es conocida, los agonistas -
adrenérgicos provocan la activación del NBC mientras que los agonistas -adrenérgicos 
provocan su inhibición [38]. 
 
 Otro mecanismo regulatorio del NBC es a través de su fosforilación directa. Gross et al. 
trabajando en una línea celular de túbulos proximales de riñón (mPCT) demostraron que el 8-
Br-cAMP provoca un cambio de la estequiometria del NBCe1 de 1:3 a 1:2 por la fosforilación de 
la Ser982 mediada por la proteína quinasa A (PKA). La variante NBCe1-B, la cual se encuentra en 
el páncreas y corazón, posee además otro sitio consenso para PKA en el extremo amino 
terminal (KRKT49), cuya fosforilación aumenta la conductancia del cotransportador [39]. 
 
 
I.5 Fisiología y fisiopatología del NBC cardíaco 
 
 
 La principal función del NBC cardíaco, como ya se indicó, es regular el pHi, 
contribuyendo en un 50% a la extrusión de protones [40]. A su vez, la corriente repolarizante 
generada por el NBCe1, descripta por primera vez en nuestro laboratorio, contribuye a la 
duración y a la configuración del potencial de acción en miocitos aislados de gato y rata [22, 
23].  
 
 Conjuntamente con el influjo de HCO3
-, ingresa a la célula Na+, contribuyendo en un 30% 
del total de Na+i a pHi: 6.8  [41]. Es conocido que el incremento en la Na
+
i puede inducir un 
aumento en los niveles intracelulares de Ca2+ a través del intercambiador Na+/Ca2+ (NCX) ya sea 
como resultado de una descenso del eflujo de Ca2+ (disminución del modo directo) o un 
incremento de la entrada Ca2+ (aumento del modo inverso) generando una sobrecarga 
perjudicial de Ca2+i [42-44]. El incremento en la concentración de Na
+
i desplaza el potencial de 
inversión del NCX (ENCX) hacia valores más negativos, otorgando más tiempo para que el NCX 
actúe en su modo inverso durante el potencial de acción y promueva el influjo de Ca2+ a la 
célula. El incremento en la concentración de Ca2+i actúa como una señal hipertrófica, ya sea a 
través de la calcineurina o de la quinasa regulada por Ca2+ y calmodulina (CaMKII) [45, 46]. 
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Además, este incremento de Ca2+i es retomado por el retículo sarcoplásmico a través de la 
bomba Ca2+-ATPasa (SERCA). Cuando se produce una sobrecarga intracelular de Ca2+, el retículo 
sarcoplásmico genera liberaciones espontáneas de Ca2+ que no han sido gatilladas por la 
despolarización del sarcolema. Esta liberación de Ca2+, si se produce en el momento oportuno 
del ciclo cardíaco, es decir, cuando la repolarización se ha completado durante la diástole 
ventricular, conduce a la generación de arritmias ventriculares por actividad gatillada, 
conocidas como post-despolarizaciones tardías (“delay after depolarizations”, DADs), debido a 
la aparición de una corriente despolarizante transitoria (Iti) por la actividad del NCX en su modo 




Figura I.5: Esquema del posible efecto deletéreo del NBC. Al igual que el NHE, el NBC utiliza un 
transporte dependiente de Na+, el cual ingresa al interior celular provocando un aumento de su 
concentración. Al aumentar la concentración de Na+ provoca que la fuerza impulsora del NCX disminuya, 
reduciendo la salida del Ca2+. Inclusive si la concentración de Na+ aumenta significativamente puede 
revertir la dirección del NCX, transportando Ca2+ al interior y sacando Na+. Esto resulta en un aumento 
del Ca2+ citosólico el cual es el precursor de señales hipertróficas y de arritmias. 
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 La inhibición del intercambiador Na+/H+ (NHE) evita y revierte la hipertrofia y las 
arritmias inducidas por el mecanismo anteriormente descripto [47]. Esto motivó la realización 
de un ensayo clínico. Desafortunadamente, los efectos beneficiosos del bloqueante 
farmacológico del NHE, el cariporide (HOE642), fueron opacados por una elevada incidencia de 
accidentes cerebrovascualres (ACV) con lo que el ensayo clínico fue interrumpido [48]. Se ha 
propuesto que al igual que el NHE, la inhibición del NBC, podría ser un mecanismo alternativo 
para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares [43]. 
  
 Yamamoto et al.  encontraron una sobrexpresión del ARNm de NBCe1 y NBCn1 en ratas 
hipertróficas por sobrecarga de presión inducidas por coartación aórtica [49]. Adicionalmente, 
se ha sugerido la implicancia del NBC en experimentos de isquemia/reperfusión, en los cuales la 
inhibición del NBC reduce el daño generado por la isquemia [50]. 
 Existen diferencias en el manejo del Na+i y el Ca
2+
i entre las dos isoformas del 
cotransportador Na+/HCO3
- presentes en el miocito (NBCe1 y NBCn1).  
 
 Con respecto al Na+i, gracias a su estequiometria, el NBCe1 contribuye con ½ Na
+ por 
HCO3
- que ingresa, siendo más eficiente en el momento de regular el pHi con respecto al 
ingreso de Na+, a diferencia del NBCn1 en donde la relación es 1:1. 
 
 El bloqueo de NBCe1 produce un alargamiento del potencial de acción al inhibir la 
corriente repolarizante que genera, por lo tanto, esta inhibición podría provocar un aumento 
del Ca2+i al alargar la meseta y de esta forma aumentar el influjo de calcio. 
 
 Si bien existen investigaciones en los que se implica al NBC con la fisiopatología 













Regulación física del cotransportador 






 Las anhidrasas carbónicas (AC) son una familia de metaloenzimas que se encuentran 
prácticamente en todos los organismos, desde los más primitivos, como las cianobacterias, 
hasta los mamíferos superiores [51]. En su centro catalítico posee un ion zinc (Zn2+) que se 
encuentra coordinado por los anillos imidazol de tres histidinas. Dicha región, es fundamental 
en la hidratación reversible del dióxido de carbono (CO2) para producir un intermediario 
inestable, el ácido carbónico (H2CO3), que rápida y espontáneamente se hidroliza en HCO3
- y H+ 
[52].  
 
CO2 + H2O  [H2CO3]  HCO3
- + H+ 
 
 La tasa de reacción de las ACs es de las más rápidas que se conocen en la naturaleza. 
Según las diferentes isoformas, pueden alcanzar valores entre 107 y 109 reacciones por 
segundo, limitadas típicamente por la tasa de difusión y la concentración del sustrato [53]. 
 
 La reacción limitante es la hidratación/deshidratación del CO2. Ésta posee una constante 
de reacción de 0.017 a 25 °C y 1 atm, siendo espontánea y en dirección a su hidratación cuando 
se encuentra en el equilibrio. Fisiológicamente las concentraciones de CO2 y HCO3
- dependerán 
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del tejido e inclusive del microdominio celular, siendo muy diferentes a las concentraciones en 
el equilibrio. Por lo tanto, la dirección de la reacción estará determinada por las diferentes 
concentraciones de reactivos y productos. 
 
 Actualmente se han descripto al menos 16 miembros de la familia de las AC que se 
diferencian entre sí en su actividad, distribución tisular y localización subcelular [54].  
  
 Las células cardíacas expresan al menos 5 isoformas: una de localización mitocondrial, 
AC VB y ACVA [55]; una citosólica, AC II [56]; y otras 3 cuyos dominios catalíticos se encuentran 
en la región extracelular. Éstas se asocian a la membrana plasmática por dominios 
transmembranas como la AC IX, la ACXII y la AC XIV, o ancladas por un grupo 








AC I AC1|1368 29 kDa Citoplasma 
Glóbulos rojos y tracto 
gastrointestinal 
AC II AC2|1373 29 kDa Citoplasma 
Ampliamente distribuida, 
inclusive en corazón 
AC III AC3|1374 29 kDa Citoplasma Músculo esquelético 
AC IV AC4|1375 35 kDa 
Extracelularmente 
unida a GPI 
Ampliamente distribuida, 
inclusive corazón 
AC VA AC5A - Mitocondria 
Hígado, riñón y músculo 
esquelético, cerebro 
AC VB AC5B - Mitocondria Corazon, otros tejidos 
AC VI AC6|1380 - - - 
AC VII AC7|1381 - Citoplasma - 
AC IX 
 
AC9|1383 49,7 kDa 
Asociada a 
membrana celular 
Corazón, Aparato digestivo. 




Plexo coroide (cerebro) 
Ciertos cánceres 
AC XIII AC13|14914 - Citoplasma - 




riñón, corazón, músculo 
estriado, cerebro 
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II.2 Anhidrasa Carbónica IX 
 
 
 En el año 1994 el gen de la anhidrasa carbónica IX fue clonado y caracterizado por 
primera vez por Pastorek et al. [58]. Los autores propusieron que la AC IX es una proteína que 
posee un dominio proteoglicano N-terminal, un sitio catalítico que se encuentra orientado 
hacia el espacio extracelular [59], un dominio transmembrana y una porción intracitoplasmática 
la cual se la ha sugerido como un importante dominio de regulación de la AC IX por fosforilación 
[60, 61]. Su estructura cristalina indica que se encuentra formando dímeros a través de un 
puente disulfuro entre las Cys-41 de cada monómero (figura II.1) [62].  
 
   
 
Figura II.1: Estructura tridimensional de la AC IX en la membrana celular. La estructura cristalina por 
difracción de rayos X muestra que el dominio catalítico de la AC IX (Azul) se encuentra en forma de 
dímeros. Además, se muestra esquemáticamente el dominio proteoglicano, la hélice transmembrana y 
la porción citoplasmática en magenta, amarillo y verde respectivamente. 
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La isoforma IX de la anhidrasa carbónica es una enzima regulada por el factor inducible 
por hipoxia o HIF-1. La activación del HIF-1 por la caída de los niveles de O2 en la célula provoca 
su activación lo que desencadena la expresión de un conjunto de genes con el fin de adaptar a 
la célula a una condición de bajo O2. La sobreexpresión de la AC IX por la hipoxia ha sido muy 
estudiada en los tumores sólidos, donde la regulación del pHi es fundamental para el 
crecimiento y supervivencia de las células cancerígenas y además, la generación del ácido en el 
espacio extracelular aumenta la invasividad del tumor hacia tejidos adyacentes. Por estos 
motivos en los últimos años la AC IX ha sido utilizada como un marcador de hipoxia y de 
pronóstico de la progresión tumoral [63, 64]. 
 
 Recientemente, se ha sugerido la sobreexpresión de AC IX por situaciones patológicas 
asociadas con la isquemia u otros disturbios metabólicos en miocitos cardíacos de rata [65]. 
Adicionalmente, Alvarez et al. han mostrado que la inhibición de las ACs pueden prevenir e 
inclusive revertir la hipertrofia en miocitos de ratón adulto y células neonatales de miocitos de 
rata [56]. Si bien atribuyen dicho fenómeno a la menor actividad del NHE (del cual se conoce su 
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II.3 Metabolón de transporte Iónico 
 
 
 El concepto de metabolón es utilizado cuando existe una interacción física entre dos 
enzimas que son parte de la misma vía, es decir el producto generado por la primera enzima es 
el reactivo de la segunda [67].  Como resultado de esta asociación espacial aumenta localmente 
la concentración de sustrato cercano al centro catalítico y por lo tanto su actividad enzimática. 
 
 La fuerza impulsora de un transportador iónico dependerá únicamente del gradiente de 
concentración del ión, y en el caso de los transportadores electrogénicos de su gradiente 
electroquímico. Cuando el metabolón se encuentra formado por enzimas que interaccionan con 
transportadores iónicos, estas aumentan localmente la concentración de iones producto de la 
actividad enzimática, favoreciendo el gradiente y por lo tanto el flujo que atraviesa la 
membrana a través del transportador. Además, puede ocurrir que el transporte sea favorecido 
no por el aumento de la concentración local del ión a transportar sino por la disipación del ión 




Figura II.2: Mecanismo de acción del metabolón 
de transporte iónico. Una enzima ubicada en el 
espacio extracelular cataliza la conversión de 
AB, aumentando su concentración muy 
cercanamente al transportador específico para B. 
Una vez en el interior, la enzima utiliza como 
sustrato a B para dar nuevamente A, 
disminuyendo la concentración de B y de esta 







 Se ha descripto que diversas AC interaccionan física y funcionalmente con 
transportadores de membrana. En 1998, Vince et al. demostraron por primera vez en 
eritrocitos que la AC II se encontraba unida a la región carboxilo terminal del intercambiador 
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aniónico 1 (AE1) [68, 69], siendo responsable del 40% al 60% de la actividad máxima [70]. Algo 
parecido ocurre con la AC IV, cuyo dominio catalítico se encuentra en la región extracelular. Al 
igual que para el AE1 se ha evidenciado que tanto el NBCe1 como el NBCn1 interacciona física y 
funcionalmente con la AC II y AC IV en la membrana basolateral de los túbulos renales [71] y en 
sistemas de expresión heterólogos [72]. Además, estudios recientes demostraron que las AC I, II 
y III forman un complejo funcional con NBCe1 cuando son coexpresadas en ovocitos de 
Xenopus [73]. 
 
 La AC IX posee un patrón de expresión definido confinado a la región de los túbulos-t del 
músculo cardíaco [57] y esquelético [74]. Recientemente hemos localizado en miocitos aislados 
la expresión del NBCe1 en la membrana sarcolemal y en los túbulos-t [25]. El mismo patrón de 
localización subcelular sugiere que el NBCe1 y la AC IX podrían estar estructural y 
funcionalmente asociados. 
 
 Sin embargo, la interacción entre el NBCe1 y las AC en el tejido cardíaco hasta el 
momento no han sido estudiadas. Por este motivo, la primer parte de este trabajo estará 
centrado en la posible interacción física y cómo este acoplamiento estructural regula la 
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II.4 Objetivo General 1 
 
 
 El objetivo de la primer parte del presente trabajo de tesis doctoral fue estudiar y 
caracterizar la formación de un complejo físico-funcional entre el cotransporte 
sodio/bicarbonato electrogénico Na+/HCO3




 Estudiar la interacción física del cotransportador NBCe1 y la AC IX, en miocitos cardíacos 
de ratas adultas y en células HEK293, a través de experimentos de 
coinmunoprecipitaciones y microscopía confocal. 
 Describir la región a la cual la AC IX se asocia físicamente con el cotransportador NBCe1, 
realizando ensayos de GST-pull down. 
 Demostrar que la interacción física entre ambas proteínas posee un correlato funcional 

























II.5 Evidencia experimental de la interacción física de la anhidrasa 
carbónica IX y el cotransportador electrogénico NBCe1. 
 
 
 El objetivo inicial de la primer parte de este trabajo fue estudiar la existencia de un 
acoplamiento físico entre el cotransporte electrogénico NBCe1 y las ACs. Para ello, se utilizaron 
lisados de corazón de rata para la realización de coinmunoprecipitaciones mediante 
anticuerpos específicos. NBCe1 fue inmunoprecipitado cuando se utilizó anticuerpos contra AC 
II y AC IV, revelando una interacción física entre el NBCe1 y la AC citosólica (AC II) y la asociada a 
glicosilfosfatidilinositol (AC IV). Interesantemente, NBCe1 también fue inmunoprecipitado 
cuando se utilizó el anticuerpo contra AC IX (figura II.3.A). 
 
 Adicionalmente, para demostrar la especificidad del experimento, se realizaron las 
inmunoprecipitaciones pero en ausencia de anticuerpo o en presencia de un anticuerpo 
irrelevante (GFAP, proteína gliofibrilar ácida). En estos experimentos no se encontraron 
bandas correspondientes al peso molecular del NBCe1. 
 
 En las figuras II.3.B y II.3.C podemos observar los inmunoblots correspondientes a 
lisados de corazones de rata, HEK293 transfectadas con NBCe1, AC IX o el vector vacío, 
revelando bandas inmunoreactivas de aproximadamente 130 y 50 kDa, correspondientes a 
NBCe1 y AC IX. 
 
 Estos resultados indican que el NBCe1 y las ACs presentes en diferentes 
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Figura II.3: Coinmunoprecipitaciones de las AC II, IV y IX y el NBCe1 en el corazón de rata. A. Lisados de 
ventrículos de rata fueron utilizados para realizar inmunoprecipitaciones con anticuerpos específicos 
dirigidos contra AC II, AC IV, AC IX, GFAP (irrelevante) o sin anticuerpo (No Ac). Las muestras fueron 
resueltas en un gel de poliacrilamida al 8% con SDS (SDS-PAGE) y se utilizó un anticuerpo específico 
contra NBCe1 para revelar su presencia. B y C. Inmunoblots de lisados de ventrículos de rata, HEK293 
transfectadas con NBCe1 o AC IX y HEK293 sin transfectar, incubados con un anticuerpo contra NBCe1 
(B) o contra AC IX (C). 
  
 
Se utilizó un sistema heterólogo como el que proporciona la línea celular HEK293 para 
estudiar la interacción física en forma aislada. Este tipo de células fueron generadas por la 
transformación de células embrionarias de riñón humano, las cuales sólo expresan la AC II. 
 
Mediante la técnica del fosfato de calcio se transfectaron con plásmidos que poseen los 
genes codificantes para las proteínas de interés. Luego se prosiguió con la técnica de 
coinmunoprecipitación (ver materiales y métodos). En la figura II.4.A se observan los resultados 
evidenciados mediante Western-blots. Como podemos ver, existe interacción física entre 
NBCe1 y AC IX ya que al precipitar con un anticuerpo específico de AC IX (IP-AC IX) 
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concomitantemente precipita NBCe1, pero no ocurre cuando las células sólo se encuentran 
transfectadas con NBCe1 o sólo con AC IX o no se utiliza un anticuerpo para inmunoprecipitar, 
lo que demuestra la especificidad del ensayo. En las figuras II.4.B y II.4.C se muestran que 
efectivamente las células se encontraban transfectadas y expresaban las proteínas 
correspondientes. 
 
Estos experimentos demuestran que el NBCe1 y la AC IX forman un complejo estable 









Figura II.4: Coinmunoprecipitaciones del complejo NBCe1/AC IX en células HEK293. A. Lisados de 
células HEK293 transfectadas transitoriamente con NBCe1, AC IX o pCDNA3.1 (vector vacío), fueron 
utilizados para las inmunoprecipitaciones con un anticuerpo contra AC IX o sin anticuerpo. Las muestras 
fueron resueltas en un gel de poliacrilamida y reveladas con un anticuerpo específico contra NBCe1. B. y 
C. Inmunoblots de células HEK293 transfectadas con NBCe1, AC IX o el pCDNA3.1, incubados con un 
anticuerpo especifico contra NBCe1 (B) o contra AC IX (C). 
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GST pull down 
 
 
 Sabiendo por los experimentos anteriores que la AC IX efectivamente interacciona 
físicamente con el NBCe1, quisimos caracterizar cual es la región donde la AC IX se une al 
cotransportador. 
 
 Los bucles 3 y 4, según la topología, son los más grandes del NBCe1 y por lo tanto los 
grandes candidatos en interaccionar con AC IX. Además, se ha demostrado que el bucle 
extracelular 4 del intercambiador aniónico 1 (AE1) es capaz de interaccionar con la AC IX. Por lo 
tanto, generamos proteínas de fusión, en las cuales las secuencias proteicas de cada uno de los 
dos grandes bucles fueron fusionadas con la secuencia de la proteína glutatión-S-transferasa 
(GST): GST-AE1EC4, GST-NBCe1EC3 y GST-NBCe1EC4. Estas proteínas de fusión fueron 
incubadas por separado con lisados de células HEK293 transfectadas con AC IX o sin transfectar 
y con una resina que posee en su superficie el tripéptido glutatión. Luego de la incubación y 
posterior centrifugación, las proteínas unidas a la resina se eluyeron con el buffer de carga 
(buffer-SDS-PAGE). En la figura II.5, podemos observar los inmunoblots, utilizando un 
anticuerpo específico contra AC IX. 
  
 Se encontró que el bucle 4 del NBCe1 es capaz de unirse a AC IX y precipitarla, al igual 
que en el caso del AE1. Por el contrario no se halló ninguna banda correspondiente a AC IX en el 
lisado del bucle 3. Se ha demostrado que el AE2 y el AE3 interaccionan con la AC IX y, además, 
en base a la alineación de las secuencias de aminoácidos, muestran una similitud en la región 
de los bucle 4 para el AE3, AE2, AE1 y el NBCe1. Por lo tanto podemos inferir que el NBCe1 










Figura II.5: Ensayo GST pull down. Células HEK293 fueron cotransfectadas con la AC IX y con cada una 
de las proteínas de fusión correspondientes al bucle extracelular 3 del NBCe1, (GST-NBCe1-Loop3), el 
bucle extracelular 4 del NBCe1 (GST-NBCe1-Loop4), como control positivo el bucle extracelular 4 del AE1 
(GST-AE1-Loop4) y negativo sólo GST. 
 
 
Colocalización por inmunofluorescencia y microscopía confocal 
 
 
Mediante la técnica de inmunofluorescencia se estudió la localización subcelular y la 
interacción física de la AC IX y el NBCe1 en miocitos aislados de rata y en células HEK293 
cotransfectadas con cada una de las proteínas de interés. 
 
Se encontró marcación correspondiente a NBCe1 en los túbulos-t y en la membrana 
sarcolemal, consistente a datos previos hallados por nuestro laboratorio en miocitos aislados 
de gato [25]. La AC IX al igual que el NBCe1 se encontró en los túbulos-t, sin embargo no se 
halló marcación en el sarcolema. Coherentemente con los datos encontrados por las 
coinmunoprecipitaciones, la combinación de las fluorescencias resultó que la AC IX y el NBCe1 
colocalizan en los túbulos-t de los cardiomiocitos. 
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 La especificidad de la marcación se corroboró por la ausencia de señal cuando los 
miocitos fueron tratados únicamente con el anticuerpo secundario, en ausencia del anticuerpo 
primario. 
 
 Se cuantificó la superposición de pixeles rojos (AC IX) y verdes (NBCe1) mediante el 
programa de computadora Image Pro Plus®. En la figura II.6 Se muestra el grado de asociación 
a través del coeficiente de correlación de Pearson (r). Un r mayor a 0.7 indica una asociación 
fuerte. El grado de colocalización encontrado entre NBCe1 y AC IX  en cardiomiocitos fue de 
0.89 ± 0.01 (n=6). Algo similar ocurrió cuando se estudió la colocalización en células HEK293 
cotransfectadas con NBCe1 y AC IX (0.85 ± 0.01, n= 9). 
 
 
 Figura II.6: Colocalización por microscopía confocal. Miocitos aislados de rata fueron incubados con los 
anticuerpos primarios para NBCe1 (a-L4 NBCe1; dilución 1:100, conejo policlonal) y para AC IX (1:100, 
ratón monoclonal). Se utilizó anticuerpos secundarios conjugados con fluorocromos para su posterior 
visualización en un microscopio confocal Zeiss LSM 410, objetivo de inmersión en aceite X60/1.3. (Alexa 
Fluor 488 IgG anti conejo (1:100) y Alexa Fluor 594 IgG ratón (1:100). Se utilizó el programa Image Pro 
Plus® para cuantificar el grado de colocalización en cardiomiocitos y células HEK293 a través del cálculo 
del coeficiente de correlación de Pearson (r). 
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Si bien existen limitaciones en los sistemas ópticos como los usados en estos experimentos, 
estos resultados demuestran que el NBCe1 y AC IX se encuentran formando un complejo físico  




II.6 Regulación funcional del cotransportador NBCe1 por las 
anhidrasas carbónicas en cardiomiocitos 
 
 
Pulsos de K+ 
 
 
Para medir la actividad del NBCe1 de manera aislada se realizaron experimentos de 
epifluorescencia en miocitos ventriculares de rata, cargados con el indicador de pH BCECF-AM, 
los cuales se sometieron a una despolarización del potencial de membrana de 
aproximadamente 60 mV, mediante la elevación del K+ extracelular desde 4.5 a 45 mM (ver 
materiales y métodos, pulso de K+), destinada a incrementar únicamente la fuerza impulsora del 
NBCe1 [35]. Se utilizó como medida de la actividad del NBCe1, la diferencia de pH entre el 
tiempo 0 y los 14 min de exposición al alto K+. 
 
Se estudió el correlato funcional de la interacción física demostrada en los experimentos 
anteriores, realizando pulsos de K+ en presencia y ausencia de 2 inhibidores de las AC. La 
etoxizolamida (ETZ), la cual atraviesa libremente la membrana plasmática, y la benzolamida 
(BZ) que no la atraviesa, por lo tanto sólo inhibe las AC extracelulares. 
 
El incremento de pHi control (0.165 ± 0.017, n=11) fue inhibido significativamente por ETZ 
100 M  (0.053 ± 0.014, n=7*) y en menor medida por BZ 100 M (0.090 ± 0.025, n=6*). Estos 
resultados indican que la actividad del NBCe1 es maximizada por la actividad de las AC. La 
diferencia obtenida con los dos bloqueantes podría deberse a la inhibición de la AC II citosólica 
por ETZ y no por BZ, por su propiedad impermeante.  
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Figura II.7: Pulso de K+ con inhibidores de las AC. A. Trazos representativos de los pulsos de K+, en 
condiciones control y en presencia de los inhibidores de las AC, ETZ y BZ. B. Datos promedios del JH a pH 
6.8.  Entre paréntesis se detallan el número de experimentos realizados. *Control vs BZ (p<0.05); **BZ 










 La actividad total del NBC (NBCe1 + NBCn1) se estudió mediante pulsos de NH4
+ para 
inducir una acidosis intracelular (ver materiales y métodos, Pulso de NH4
+). Se calculó el flujo de 
H+ (JH, mM/min) a pHi 6.8, en presencia y ausencia de bloqueantes de las AC, ETZ y BZ.  
  
 Para independizarnos de la actividad del intercambiador Na+/H+ (NHE1) los 
experimentos siempre se realizaron en presencia de 10 M de HOE642, un inhibidor selectivo 
del NHE1. Demostramos que esta concentración de HOE642 era suficiente para bloquear en su 
totalidad la actividad del NHE1 en cardiomiocitos de rata. Para ello, hicimos pulsos de NH4
+ en 
un buffer en ausencia de HCO3
-, donde el único mecanismo alcalinizante es el NHE1, y en 
presencia de HOE642. Luego de la acidificación no se evidenció ningún tipo de recuperación de 
la sobrecarga ácida. Pasados 20 minutos se modificó la perfusión por el mismo buffer pero en 
ausencia de HOE642, comprobándose así la recuperación mediada por NHE1 (figura II.8). 
 
Figura II.8: Pulso de NH4
+ con HOE 10M y en ausencia de HCO3
-. En la figura se observa la inhibición 
total del intercambiador Na+/H+ por la presencia de HOE. Luego de 20 minutos se lava el inhibidor 
corroborándose la funcionalidad del NHE1. 
 
 En la figura II.9 se observa la recuperación de los miocitos a una sobrecarga ácida. El 
flujo de H+ o HCO3
- disminuyó significativamente por los inhibidores de las AC (JH a pHi 6.8, 
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Control: 3.74±0.45, n=6; ETZ: 1.79±0.38, n=5; BZ: 2.29±0.43, n=5; *p<0.05). En estos 
experimentos no podemos distinguir cual es la isoforma involucrada, sin embargo, demuestran 
una vez más la colaboración de las ACs en el transporte de HCO3
- mediado por NBC en miocitos 
cardíacos de ratas. 
 
Figura II.9: Pulso de NH4
+ con inhibidores de las AC. A. Se observa los trazos representativos de los 
pulsos de NH4
+ en presencia de BZ, ETZ y el control, claramente se evidencia una disminución del 
transporte mediado por NBC debido a la inhibición de las AC. B. Datos promedios del JH a pH 6.8. Entre 
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II.7 Regulación funcional del cotransportador NBCe1 por las 
anhidrasas en un sistema de expresión heterólogo (HEK293) 
 
 Se estudió la interacción funcional en la línea celular HEK293, las cuales no expresan 
endógenamente ni NBCe1 ni AC IX, como se observan en los inmunoblots de la figura II.4. 
Células cotransfectadas transitoriamente con NBCe1 y AC IX o sólo con NBCe1 y sólo con AC IX 
fueron cargadas con el indicador fluorescente de pH BCECF-AM al igual que los cardiomiocitos. 
Luego de una sobrecarga ácida generada por el lavado de una solución con NH4
+ (ver materiales 
y métodos), se midió el flujo inicial de HCO3
- en la recuperación del pHi. 
 
 Las células HEK293 expresan NHE1 y además en mayor medida NHE3. Por lo tanto, en 
todos los experimentos se utilizó un inhibidor que bloquea varias isoformas del NHE como el 
EIPA (5-(N-ethyl-N-isopropyl)-amiloride). Determinamos que 30 M de EIPA es la concentración 
necesaria para independizarnos de la actividad mediada por NHE en células HEK293, ya que en 
ausencia de HCO3
- extracelular (Buffer HBS) se abolió la recuperación del pHi luego de la 
acidosis (figura II.10). 
 
Figura II.10: Recuperación de una sobrecarga ácida en células HEK293. A. Se observan los trazos 
representativos de los pulsos de NH4
+ en células HEK293. B. Datos promedio de la velocidad inicial de 
recuperación. Entre paréntesis se detallan el número de experimentos realizados. *(p<0.05). 
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 En presencia de HCO3
- extracelular y EIPA, la recuperación de la acidosis aumentó como 
era de esperar, cuando las células se transfectaron con el plásmido que posee el gen para 
NBCe1. Este aumento fue de 3.05 ± 0.52 mM.min-1 (n= 7) (figura II.11). Interesante fue el 
resultado obtenido cuando se cotransfectaron con NBCe1 y AC IX, ya que el transporte 
aumentó en casi 4 veces (12.1 ± 0.45 mM.min-1, n= 9) en comparación con sólo la transfección 
con NBCe1. 
 
 Utilizando el inhibidor impermeante BZ en células transfectadas con NBCe1, se confirmó 
por un lado que no existe expresión endógena de las AC extracelulares en la línea celular y 
además, que dicho inhibidor no posee una acción directa sobre NBCe1 (figura II.11.B). Se 
estudió el transporte en presencia de BZ cuando las células se cotransfectaron con NBCe1 y AC 
IX obteniendo una reducción parcial del transporte mediado por NBCe1 (7.53 ± 0.29 mM.min-1, 
n= 9), lo cual indica que AC IX incrementa el flujo de HCO3
- catalizado por NBCe1. 
 
Figura II.11: Recuperación de una sobrecarga ácida en células HEK293 transfectadas con NBCe1 y AC 
IX. A. Registros de la recuperación del pHi en células HEK293 luego de una acidificación por un pulso de 
NH4
+ siempre en presencia de 10M de EIPA. Trazos representativos en situación control (células sin 
transfectar), transfectadas con NBCe1y cotransfectadas con NBCe1 + AC IX. B. Datos promedio de la 
velocidad máxima de recuperación. Entre paréntesis se detallan el número de experimentos realizados. 
Control (NBCe1) vs Control (NBCe1+AC IX), *(p<0.05); Control (NBCe1+AC IX) vs BZ (NBCe1+AC IX), 
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El inhibidor BZ, ha sido cuestionado por su potencial habilidad de bloquear la actividad 
de las AC intracelulares. Por lo tanto, quisimos asegurarnos que parte del efecto que hallamos 
no se debe a una inhibición de la AC II por la BZ. Para eso diseñamos un experimento, en donde 
células HEK293 sin transfectar, que inicialmente se encontraban en una solución HEPES (sin 
HCO3
-), son expuestas a una solución con HCO3
- burbujeada con 5% de CO2 (figura II.12). 
Cuando esto ocurre parte del CO2 disuelto difunde por la membrana plasmática y en el interior 
celular se conjuga con el H2O para dar HCO3
- y H+. Este aumento de H+ provoca que la célula se 
acidifique.  
 
La velocidad de la acidificación, en las células HEK293, sólo dependerá de la AC II 
citosólica, por lo tanto, esta velocidad se reducirá si es inhibida. Como era de esperar, el 
inhibidor capaz de permear la membrana celular, la ETZ, disminuye significativamente la 
velocidad de acidificación cuando las células son expuestas a CO2/HCO3
- (figura II.12). Sin 
embargo, en presencia de BZ la velocidad de acidificación no fue diferente al control, lo que 
indica, que al menos en nuestras condiciones experimentales, la BZ no atraviesa la membrana.  
 
 Los resultados obtenidos en esta primera parte del trabajo, demuestran que el NBCe1 y 
AC IX forman un complejo físico-funcional involucrado en la regulación del metabolismo de 
HCO3
- y la regulación del pHi en el corazón. 
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Figura II.12: Efecto de la BZ sobre la AC intracelular de las HEK293. A, B y C. Trazos representativos de 
pHi luego de ser expuestas células HEK293 a 5% de CO2. Se observa la acidificación intracelular 
(rectángulo gris) seguida de la recuperación normal del pHi. A. condición control, sin inhibidor. B. En 
presencia del inhibidor impermeante a la membrana celular, BZ. C. En presencia del inhibidor ETZ que 
atraviesa libremente la membrana celular. D. Datos promedio de la velocidad máxima de acidificación 
en cada una de las tres condiciones (rectángulo gris). Entre paréntesis se detallan el número de 











 En la primer parte de este trabajo doctoral exploramos la posible regulación del 
cotransporte Na+/HCO3
- electrogénico o NBCe1 por la AC IX en el miocardio. Demostramos que 
la AC IX efectivamente interacciona física y funcionalmente con el NBCe1 cardíaco, basándonos 
en los resultados obtenidos por las coinmunoprecipitaciones y por las medidas de actividad del 
NBCe1. 
  
 Además, se demostró que AC II y AC IV interacciona físicamente con el NBCe1 en 
corazón, consistente con los datos hallados por otros autores en diferentes sistemas de 
expresión.  
 
 A través de ensayos de inmunofluorescencia y el análisis por microscopía confocal se 
encontró que AC IX colocaliza con el NBCe1 únicamente en los túbulos-t. Si bien en este trabajo 
no fue estudiado la localización celular de la AC IV, se ha descripto que permanece confinada en 
la membrana sarcolemal del músculo esquelético [75], y no sobre los túbulos-t, sugiriendo una 
diferencia funcional entre ambas isoformas. 
 
 Finalmente, describimos que el bucle extracelular 4, que se encuentra entre los 
dominios transmembranas 7 y 8, es la región física del NBCe1 encargada de interaccionar con la 
AC IX. 
 
 Estudios realizados en células parietales mostraron sobre la membrana basolateral la 
interacción funcional del intercambiador Cl-/HCO3
--2 (AE2) con el dominio catalítico de la AC IX 
[76]. En este trabajo mostramos por primera vez la interacción física y funcional que existe 
entre la AC IX y el NBCe1 en cardiomiocitos de rata. Es conocida la importancia fisiológica de los 
túbulos-t en el acoplamiento excito-contráctil, por lo que la constante acumulación de H+ 
debido a la actividad contráctil del músculo cardíaco debe ser eficientemente disipada (figura 
II.13). Además, demostramos la importancia funcional que posee el acoplamiento entre CA IX y 
NBCe1, el cual maximiza la capacidad de regular el pHi de la célula. Proponemos que la 
actividad enzimática de la AC IX proporciona un incremento en la concentración de HCO3
- en el 
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microdominio cercano al NBCe1 aumentando la fuerza impulsora y de esta forma el transporte 
de HCO3
- hacia el interior celular. Además, en el interior celular existe la interacción física entre 
la AC II y el dominio C-terminal del NBCe1. Esta interacción aumentaría el transporte debido a 
que disminuye la concentración de HCO3
- en el interior provocando un efecto de “tira y 





Figura II.13: Esquema representativo del metabolón de transporte iónico. El cotransportador NBCe1 y 
la AC IX extracelular (anclada en membrana por glicosil-fosfatidil inositol) y la AC II citoplasmática 
forman un complejo físico y funcional localizado en los túbulos-t de los miocitos cardíacos. La AC IX es la 
responsable del aumento local de la concentración de HCO3
- extracelular. Este aumento, incrementa la 
fuerza impulsora del NBCe1 y por lo tanto el influjo de HCO3
-. En el interior celular, la AC II disipa el 
aumento de HCO3
- formando H2O y CO2, este último es capaz de difundir libremente a través membrana 
plasmática. 
 
 Utilizamos dos inhibidores de las ACs, la etoxizolamida (ETZ), la cual permea libremente 
la membrana celular y por lo tanto bloquea las ACs extracelulares como las citoplasmáticas, y la 
benzolamida (BZ), cuya incapacidad de atravesar a la membrana plasmática se ha demostrado 
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en este trabajo. Por lo tanto, la BZ sólo inhibirá las ACs extracelulares. La inhibición con ETZ 
redujo en un 70% la actividad mediada por NBCe1, mientras que el bloquear las ACs 
extracelulares con BZ disminuyó en 45% su actividad. Por lo tanto, gracias a estos bloqueantes, 
demostramos la importancia del complejo funcional AC IX o ACIV-NBCe1-ACII en 
cardiomiocitos. 
 
 Se ha descripto que la AC IV interacciona con el NBCe1 a través del bucle extracelular 4, 
el cual se encuentra entre los dominios trasmembranas 7 y 8. Justamente en el DT 8 se 
encuentra el sitio de formación del poro de translocación de los iones. En este trabajo 
encontramos que al igual que la AC IV, la AC IX interacciona con el NBCe1 a través del bucle 
extracelular 4 (Loop 4). Se ha demostrado la importancia de los bucles 3 y 4 como 
fundamentales en la regulación del NBCe1. En trabajos previos desarrollamos anticuerpos 
dirigidos al bucle 3 obteniendo una inhibición total del transporte mediado por NBCe1 [25]. Por 
otro lado, anticuerpos dirigidos contra el bucle 4 poseen efectos totalmente opuestos: estimula 
la actividad mediada por NBCe1 [25], sugiriendo que dicha región es fundamental en la 












Regulación hormonal del cotransporte 
Na+/HCO3






 La aldosterona es una hormona esteroidea de la familia de los mineralocorticoides.  Es 
secretada principalmente por la zona glomerular de la corteza adrenal, y desde hace muchos 
años, se la ha involucrado en la regulación de la presión sanguínea. Los principales efectos 
descriptos para la aldosterona son sobre el riñón, más precisamente sobre los túbulos distales 
del nefrón, donde aumenta la reabsorción de Na+, Cl+ y H2O y la secreción de K
+ [77]. 
 
 Gracias a su naturaleza hidrofóbica, la aldosterona difunde fácilmente por la membrana 
plasmática y se une a un receptor intracelular, el receptor de mineralocorticoides o MR (por sus 
siglas en inglés, mineralcorticoid receptor), el cual se transloca al núcleo actuando como un 
factor de transcripción aumentando la expresión de la bomba Na+/K+ ATPasa y canales de Na+ 
(ENaC) presentes en la membrana basolateral [78]. Además, la aldosterona a través del MR es 
capaz de incrementar la expresión de la quinasa inducible por suero y glucocorticoides (SGK1) 
en sólo 15-30 minutos, alcanzando su valor máximo a las 2 horas [79]. Se ha demostrado que la 
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actividad de varios canales como así también de transportadores iónicos pueden ser regulados 
por la SGK1. Utilizando ratones Knockout para SGK1 se describió un importante rol en la 
regulación en las vías de señalización a nivel renal, al regular la ingesta de sal, el peso renal, la 
proteinuria y la excreción de K+ [80]. Más aun la sobreexpresión en ovocitos de Xenopus laevis 
produce un aumento significativo de la corriente de Na+ a través de ENaC, la activación de la 
ATP-asa Na+/K+ y del cotransportador Na+/K+/Cl- [81]. 
 Estudios recientes demuestran que la aldosterona no sólo posee efectos genómicos, es 
decir aquellos que involucran la expresión de una proteína nueva, si no que se han encontrado 
efectos rápidos no genómicos [82, 83].  
 
III.2 Síntesis de la aldosterona 
  
Los glucocorticoides como la corticosterona y los mineralocorticoides como la 
aldosterona son sintetizados todos a partir del colesterol, principalmente en la corteza adrenal. 
Las enzimas de la familia del citocromo P-450 son las encargadas de la mayoría de las 
reacciones de síntesis. Tanto la aldosterona como la corticosterona comparten la misma vía de 
síntesis a excepción del último paso [84]. 
La enzima P-450 11b-hidroxilasa (11b-OHasa) sintetiza corticosterona a partir de 11-
deoxicorticosterona (DOC) y es principalmente regulada por la hormona adrenocorticotropica 
(ACTH), en cambio la enzima aldo-sintasa forma aldosterona a partir de DOC y es activada en el 
riñón principalmente por la Angiotensina II y el aumento del potasio plasmático y más 
levemente por ACTH y sodio [85, 86]. 
Si bien el principal lugar de síntesis de la aldosterona es la corteza adrenal, se han 
identificado otros tejidos capaces de sintetizar esta hormona esteroidea [87]. Además, se ha 
encontrado la expresión de la aldo-sintasa en células endoteliales, células del músculo liso [88-
90] y en corazón, sugiriendo una producción local de aldosterona [91]. 
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Figura III.1: Esquema de la ruta de síntesis de la aldosterona. 
 
III.3 Efectos rápidos (no genómicos) de la aldosterona 
 
 
 En los últimos años, se han demostrado diferentes efectos rápidos ejercidos para 
el mineralocorticoide aldosterona en varios tejidos y sistemas celulares. La aldosterona puede 
influenciar en los niveles de varios segundos mensajeros como AMPc, DAG, IP3 y Ca2+, así como 
también la activación de proteínas quinasas, en sólo apenas unos minutos [92]. Dichos efectos 
no pueden ser inhibidos por bloqueantes de la transcripción o traducción, demostrando un 
efecto no genómico. En células epiteliales de ratones Knockout para el receptor MR se ha 
descripto un incremento rápido de Ca2+ y AMPc luego de la estimulación por aldosterona [93] 
sugiriendo que los efectos rápidos de la aldosterona son independientes del MR y que existe un 
receptor alternativo. Además, se detectó una proteína de membrana capaz de unir a la 
aldosterona con una afinidad 10 veces mayor que el MR y sin la capacidad de unir cortisol [94]. 
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Si bien la proteína en ese momento no fue capaz de ser identificada, se demostró que 
pertenecía a la familia de los receptores asociados a proteínas G [95]. 
 
 Recientemente, en nuestro laboratorio se ha demostrado que la aldosterona activa al 
intercambiador Na+/H+ (NHE1) cardíaco por una vía no genómica [96]. Dicha activación, al 
contrario de lo expuesto anteriormente, al ser bloqueada por espironolactona y eplerrenona 
(bloqueantes del MR), parece estar mediada por el MR, transactivando al receptor del factor de 
crecimiento epidérmico (EGFR). Además, este mecanismo es dependiente de ERO (figura III.2). 
La hiperactividad del NHE contribuye al desarrollo de hipertrofia y falla cardíaca a través del 
incremento intracelular de Na+ y Ca2+ [96]. Son necesarias más investigaciones para 
individualizar correctamente al receptor de aldosterona encargado de mediar los efectos no 
genómicos de la hormona.  
 
Figura III.2: Efecto de la aldosterona sobre el NHE1 cardíaco. La aldosterona al unirse al MR provoca la 
transactivación del EGFR, el cual incrementa la producción de ERO a través de la NADPH oxidasa. 
Grandes cantidades de especies reactivas del oxígeno son liberadas de la mitocondria a través del 
mecanismos de liberación de ERO inducida por ERO (ROS induce ROS release). El aumento de la actividad 
del NHE es a través de la activación de la quinasa sensible a ERO, ERK1/2.  
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III.4 La aldosterona y el músculo cardíaco 
  
 
 Las investigaciones sobre la acción de la aldosterona en el músculo cardíaco han ganado 
especial interés desde el descubrimiento de receptores específicos presentes en los 
cardiomiocitos y más aun con los recientes ensayos clínicos denominados RALES y EPHESUS [97, 
98], que evidenciaron que los antagonistas del receptor MR son beneficiosos en el tratamiento 
de la insuficiencia cardíaca. 
  
Datos experimentales han revelado que animales expuestos crónicamente a grandes 
concentraciones de aldosterona sufren daño miocárdico independientemente del aumento de 
la presión arterial. Estos estudios demostraron que la fibrosis causada por la aldosterona es 
prevenida por la administración de antagonistas del MR. 
 
La aldosterona promueve fibrosis cardíaca, hipertrofia y muerte celular con el 
consecuente aumento del estrés oxidativo y el incremento de las señales pro-inflamatorias [99]. 
Se ha demostrado en miocitos neonatos que la administración de aldosterona de forma crónica 
provoca hipertrofia celular, un incremento en la concentración de Na+i y la sobre expresión del 
intercambiador Na+/H+ [100, 101]. Además, la aldosterona posee efectos directos sobre el 
miocardio al aumentar la producción de especies reactivas del oxígeno (ERO) generadas por la 
NADPH oxidasa [102, 103]. 
 
Estudios recientes sugieren que la proteína quinasa dependiente de Ca2+/calmodulina 
(CaMKII) juega un rol importante en la vías intracelulares estimuladas por la aldosterona. El 
bloqueo de la CaMKII por el inhibidor KN93, la sobreexpresión de la metionina sulfóxido 
reductasa A (la cual reduce a la CaMKII oxidada) o la deficiencia de la NAPH oxidasa, previene el 
daño miocárdico producido por la administración crónica de aldosterona [99]. 
 
  Si bien los efectos perjudiciales de la aldosterona sobre el miocardio son ampliamente 
aceptados y reproducidos en diferentes laboratorios y con diferentes modelos experimentales, 
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el mecanismo y la vía intracelular por el cual la aldosterona ejerce su acción patológica no ha 
sido dilucidado. 
 
III.5 GPR30  
 
 El receptor de estrógenos asociado a proteína G (GPR30 o GPER) fue identificado 
inicialmente como un receptor huérfano hasta el año 2000 donde Filardo et al. postularon al 
estrógeno como uno de sus posibles ligandos [104]. En el 2011 Gros et al. trabajando con 
células del músculo liso vascular, involucraron al GPR30 como el responsable de los efectos 
rápidos producidos por la aldosterona [105]. En ese mismo trabajo describieron que la 
aldosterona a través del GPR30 produce la fosforilación de ERK, media la apoptosis y la 
fosforilación de la cadena liviana de miosina (MLC). 
 Como todos los receptores asociados a proteínas G, el GPR30 posee 7 regiones 
transmembrana [106]. La unión del ligando provoca la activación de un heterotrímero asociado 
a guanina (proteína G), la cual se disocia del receptor activando por ejemplo a la adenilato 
ciclasa o a la fosfolipasa C [107]. El GPR30 es el único receptor de la familia de receptores 
asociados a proteínas G que fue localizado en el retículo endoplásmatico en células COS-7 
[108]. Sin embargo, Filardo et al. pudieron detectar en la membrana plasmática al GPR30 
utilizando células HEK transfectadas. Además, utilizando estradiol-BSA el cual es impermeante a 
la membrana, demostraron un incremento intracelular de AMPc [109]. Christ et al. mostraron 
que la aldosterona y no así el estradiol es el agonista fisiológico para el rápido incremento de 
AMPc en células musculares lisas vasculares [110], ya que se necesitan concentraciones supra-
fisiológicas de estrógenos para incrementar el AMPc, e inducir cambios en la fosforilación de 
ERK in vitro en células vasculares. [105]. 
 Deschamps et al. mostraron que la activación del GPR30 a través del agonista sintético 
específico G1, reduce el tamaño del infarto en experimentos de isquemia/reperfusión en 
corazones de ratas [111]. La co-administración del agonista del GPR30 y la inhibición de la vía 
de la PI3K previene los efectos protectores sugiriendo un mecanismo a través de la vía 
PI3K/AKT. Dicha activación de la vía PI3K a través del receptor GPR30 supone una 
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transactivación del receptor EGF [104], así como la activación de la ERK. Bopassa et al. 
mostraron que la activación del GPR30 reduce el daño en experimentos de I/R en ratones por la 
inhibición de la apertura del poro de transición mitocondrial a través de la activación de la vía 
de la ERK [112]. Además, Filice et al. mostraron que la administración de G1 produce la 
activación de ERK así como también la fosforilación de la eNOS [113]. 
 Lindsey et al. examinaron los efectos de la administración crónica de G1 en ratas 
ovactomizadas. G1 fue capaz de prevenir la elevación de la presión arterial sistólica que ocurre 
cuando disminuyen los niveles de estrógeno, sugiriendo que la activación de GPR30 podría 
colaborar en la función cardiovascular [114]. Consistente con estos resultados, ratones 
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III.6 Objetivo General 2 
 El segundo objetivo de esta tesis doctoral fue estudiar el efecto modulatorio de la 
aldosterona sobre el cotransportador Na+/HCO3
- en el tejido cardíaco, describiendo la vía 
intracelular involucrada.  
Objetivos específicos 
 
 Estudiar el efecto de la aldosterona [10nM] en forma aguda sobre la actividad del 
cotransportador Na+/HCO3
- en miocitos aislados de ratas. 
 Evaluar la acción de la aldosterona sobre cada una de las isoformas del cotransportador 
NBC presente en células cardíacas.  
 Describir la participación de las especies reactivas del O2 como intermediario de la vía 
intracelular. 
















III.7 Activación del cotransporte Na+/HCO3
- cardíaco por la 
aldosterona 
 
La aldosterona está fuertemente implicada en la fisiopatología cardíaca. 
Tradicionalmente los efectos de la aldosterona se describían únicamente como de origen 
genómico, no rápidos, tras su unión al receptor MR. Desde la activación de la CaMKII hasta el 
incremento del transporte del NHE1 cardíaco los efectos no genómicos (efectos rápidos) de la 
aldosterona tomaron gran relevancia en los últimos años.  
Con respecto a la modulación de NBC por la aldosterona, hasta el momento no se ha 
descripto la acción que posee esta hormona sobre el transportador. Al igual que el NHE1 
cardíaco, un incremento en la actividad del NBC provocaría un aumento en la concentración de 
Na+ citosólico lo que conllevaría a un incremento de Ca2+ debido a una disminución de la 
actividad del NCX en su modo directo o el aumento en su modo reverso.  
Por lo expuesto anteriormente, investigamos el efecto que posee la aldosterona sobre 
el NBC cardíaco. Para ello realizamos la técnica de pulso de NH4
+ preincubando a los miocitos 
por 10 min con Ald 10 nM. Como podemos observar el la figura III.3, la aldosterona provocó un 
aumento de la actividad del NBC total de aproximadamente 45% con respecto al control, efecto 
que fue inhibido por la Eplerrenona [1M] un antagonista del MR (% del JH: Control 100 ± 7, 
n=5; Ald 145 ± 11, n=8; Eple 114 ± 9, n=4). No se evidenció ningún efecto significativo sobre el 
JH basal en presencia de Eple con respecto al JH control (JH control: 1,4 ± 0.13, n=5; JH Eple: 1,25 
± 0,17, n=4). 
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Figura III.3: Efecto de la Aldosterona sobre el NBC cardíaco. A. Se observa los trazos representativos del 
doble pulso de NH4
+ control y en presencia de Ald 10nM. En todo momento se utilizó HOE 10M para 
inhibir la actividad del NHE. Todas las drogas tuvieron una incubación previa de 10 min antes del pulso 
de NH4
+. B. Barras promedio del % del JH (JH del 2do pulso – JH 1er pulso). Se observa el incremento de 
la actividad del NBC en presencia de aldosterona y la inhibición por la presencia de Eplerrenona.  Entre 
paréntesis se detallan el número de experimentos realizados. (*p<0.05, respecto al control). 
 
Antes de estudiar cual de las isoformas se encuentra involucrada en la activación del 
cotransporte por la aldosterona demostramos la presencia de ambas isoformas en el miocito 
cardíaco de rata, ya que si bien la presencia de la isoforma electrogénica o NBCe1 se encuentra 
bien caracterizada y aceptada, la presencia de la isoforma electroneutra o NBCn1 ha sido 
fuertemente cuestionada. Boedtkjer et al. mostraron en ratón la presencia del NBCn1 sólo en el 
tejido cardíaco auricular y no en el ventricular, sin embargo, nuestro laboratorio demostró la 
presencia funcional del NBCn1 al utilizar anticuerpos inhibitorios específicos para el NBCe1 en 
rata y en gato [25]. 
Utilizamos anticuerpos específicos contra ambas isoformas para determinar la presencia 
a través de microscopía confocal y Western blots en miocitos aislados ventriculares de rata. 
Como podemos observar en la figura III.4 se evidencia claramente la presencia de NBCe1 y 
NBCn1 en los túbulos-t. El análisis por Western-blot muestra la presencia de las bandas 
correspondiente a NBCe1 y a NBCn1, demostrando una vez más la presencia de ambas 
isoformas en miocitos ventriculares de rata. 
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Podemos observar la especificidad de la marcación por la ausencia de señal cuando los 




Figura III.4: Evidencia de la identidad molecular del NBCe1 y NBCn1 en miocitos cardíacos. En la figura 
se observa a través de inmunofluorescencia y microscopía confocal la localización del NBCe1 y NBCn1 en 
túbulos-t de los miocitos ventriculares. Además, se corroboró la expresión de NBCe1 y NBCn1 en 
miocitos a traves de anticuerpos específicos y la técnica de western-blot 
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 Mediante la técnica denominada pulso de K+, estudiamos el efecto que posee la 
Aldosterona sobre la isoforma electrogénica del NBC (NBCe1). En la figura III.5 observamos que 
la despolarización por altas concentraciones de K+ provoca un aumento en la actividad del 
NBCe1 de 0,18 ± 0,01; n=19 (pH), mientras que en presencia de Ald 10 nM el aumento de la 
actividad fue el doble (0,35 ± 0,05; n=8). Este efecto de la aldosterona sobre el NBCe1 fue 
abolido por la presencia de Eplerrenona 1 M (0,17 ± 0,04; n=4) el antagonista del MR. Estos 
experimentos nos demuestran que al menos la isoforma electrogénica NBCe1 es regulada 




Figura III.5: Efecto de la aldosterona sobre la isoforma electrogenica NBCe1. Se observan los trazos 
promedios de la despolarización por alto K+. En presencia de aldosterona el incremento de pHi es 
significativamente mayor, efecto que es totalmente inhibido por la presencia del bloqueante del 
receptor de miralocorticoide (MR). Entre paréntesis se detallan el número de experimentos realizados. 
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III.8 La aldosterona estimula al NBC por un mecanismo no genómico 
e independiente de CaMKII 
 
 La aldosterona ha sido descripta profundamente como una hormona que provoca 
cambios en la expresión de transportadores y canales principalmente en riñón, al unirse al MR 
el cual actúa como un factor de transcripción. Además, se ha demostrado que la aldosterona es 
capaz de incrementar la expresión de genes tempranos, entre ellos el SGK1 (Quinasa inducida 
por Suero/Glucocorticoide) cuya expresión es detectada a los 15-30 minutos [116]. 
 Si bien, nuestros experimentos muestran un efecto de la aldosterona sobre el NBC con 
una preincubación de 10 min con Ald 10nM, quisimos asegurarnos de que el efecto encontrado 
se debía a un mecanismo no genómico. Para ello volvimos a realizar los pulsos de NH4
+ en 
presencia y ausencia de Ald 10nM pero con cicloheximida, un inhibidor de la síntesis proteica. 
Como podemos observar en la figura III.6, la activación del NBC por la aldosterona no fue 
afectada por la presencia de cicloheximida (% del JH: Control 100 ± 7, n=5; Ald 145 ± 11, n=8; 
cicloheximida 136 ± 3, n=4), demostrando que dicha activación se debe a un mecanismo rápido, 
no genómico. 
 El grupo de Anderson [99] ha propuesto que todos los efectos deletéreos que posee la 
aldosterona sobre el corazón son a través de la activación de la CaMKII. La presencia del 
inhibidor selectivo de la CaMKII, el KN93 no logró inhibir significativamente el efecto de la 
aldosterona sobre el NBC, demostrando que al menos en nuestro sistema la vía de señalización 
por la cual la aldosterona activa al NBC es independiente de CaMKII. (% del JH: Control 100 ± 7, 
n=5; Ald 145 ± 11, n=8; KN93 163 ± 17, n=6). 
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Figura III.6: La aldosterona estimula al NBC por un efecto no genómico e independiente de CaMKII. Se 
muestran los datos promedios del % del JH (JH del 2do pulso – JH 1er pulso). La presencia de KN93 o 
cicloheximida no modificó el efecto que posee la aldosterona sobre el NBC cardíaco. Entre paréntesis se 
detallan el número de experimentos realizados. (*p<0.05, con respecto al control). 
 
III.9 Las especies reactivas del oxígeno (ERO) como segundos 
mensajeros del efecto de la aldosterona sobre el NBC 
 
 Las especies reactivas del oxígeno (ERO) juegan un importante papel en la fisiología 
celular. Mientras que grandes concentraciones son perjudiciales, e inclusive pueden provocar 
necrosis o apoptosis, pequeñas concentraciones son fundamentales en las vías fisiológicas de 
señalización intracelular [117]. 
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 Nuestro laboratorio ha mostrado que las ERO están implicadas en la activación del NHE1 
por la aldosterona [96]. Además, demostramos la participación de las ERO en el aumento de la 
actividad del NBC por la AngII 100nM [34]. 
 Por estos motivos decidimos estudiar la participación de ERO en el efecto de la 
aldosterona sobre el NBC. Para ello realizamos pulsos de NH4
+ utilizando un secuestrador de 
ERO, el mercapto-propionil-glicina (MPG) [2 mM] y el inhibidor de la NADPH oxidasa (NOX), 
apocinina [300 M]. Como observamos en la figura III.7 el efecto de la aldosterona fue 
totalmente eliminado mediante la adición del secuestrador de ERO o el inhibidor de la NOX (%  
del JH: Control 100 ± 7, n=5; Ald 145 ± 11, n=8; MPG 98 ± 12, n=4; Apo 94 ± 6, n=4). 
Figura III.7: Participación de las ERO en el efecto de la Aldosterona sobre el NBC cardíaco. Se muestran 
los datos promedios del % del JH (JH del 2do pulso – JH 1er pulso). El efecto de la aldosterona [10nM] 
fue totalmente evitado por la presencia de MPG y apocinina. Entre paréntesis se detallan el número de 
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 Estudiamos la participación de las ERO sobre el efecto que posee la aldosterona sobre el 
NBCe1 a través de la despolarización por alto K+. El incremento de pH en presencia de 
aldosterona fue abolido por la presencia de MPG y apocinina, evidenciando la participación de 
ERO en las vías de señalización gatilladas por la aldosterona, tal como se encontró en el pulso 
de NH4
+ (pHi a los 14 min: control 0.18 ± 0.014, n=19; Ald 0.35 ± 0.05, n=8; Ald + MPG 0.18 ± 
0.01, n=3; Ald + Apo 0.135 ± 0.014, n=3) (figura III.8.). 
 Con estos resultados podemos inferir que las especies reactivas del O2 originadas por la 
NADPH oxidasa se encuentran formando parte de la vía de señalización por la cual la 
aldosterona activa al contransporte NBC. 
 
 
Figura III.8: Participación de las ERO en el efecto de la Aldosterona sobre el NBCe1. Se observan los 
trazos promedios de la despolarización por alto K+. La presencia de aldosterona [10nM] provoca un 
aumento en la actividad del NBCe1. La preincubación con MPG o Apocinina inhibe totalmente el efecto 
de la aldosterona. Estos resultados indican que las ERO son necesarias en la vía de senalización gatilladas 
por la aldosterona. Entre paréntesis se detallan el número de experimentos realizados. (*p<0.05). 
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III.10 Participación del receptor GPR30   
 
 Como se ha descripto el GPR30 es un receptor de la familia asociados a proteína G, uno 
de cuyos posible ligandos es la aldosterona. Estudiamos en la vía de activación del NBC cardíaco 
por la aldosterona la posible participación del receptor GPR30 como el encargado de mediar los 
efectos rápidos. 
 Para ello se utilizó un agonista (G1) y un antagonista (G15) sintético del GPR30. Se 
realizaron dobles pulsos de NH4
+ en presencia de G1 (figura III.9). Como podemos observar en 
la figura III.9.B. el G1 fue capaz de aumentar la velocidad de recuperación del pHi en 
aproximadamente un 80%, este efecto fue totalmente inhibido en presencia de G15 (% del JH: 
Control 100 ± 7, n=5; G1 187 ± 11, n=7; G1+G15 118 ± 2.4, n=5) demostrando que dicho efecto 
es mediado por GPR30. 
 Si bien es ampliamente aceptado que la eplerrenona y la espironolactona son 
inhibidores específicos contra el receptor de mineralocorticoide, Gross et al. demostraron que 
dichos inhibidores eran capaces de bloquear con menor afinidad al receptor GPR30 [105]. Para 
evaluar dicha posibilidad se realizaron pulsos de amonio en presencia de G1 y con los 
inhibidores del MR. Consistentemente a lo demostrado por Gross, hallamos que los efectos 
mediados por GPR30 eran bloqueados por los inhibidores del MR (figura III.9.B.) (% del JH: G1 
187 ± 7, n=7; Eple 114 ± 9, n=6; Espiro, 120 ± 5, n=4).  
  Las ERO también forman parte de la vía de señalización mediada por GPR30. Ya 
que en presencia del secuestrador de ERO, MPG, pudimos inhibir totalmente el efecto mediado 
por G1 (% del JH: G1 187 ± 7, n=7; MPG, 93 ± 10, n=4). 
 
62 III Regulación hormonal del cotransporte Na+/HCO3
- por la aldosterona 
Figura III.9. Participacion del GPR30 en la via de señalizacion mediada por Ald. Se observa los trazos 
representativos del doble pulso de NH4
+ control y en presencia de G1 [1M]. Todas las drogas tuvieron 
una incubación previa de 10 min antes del pulso de NH4
+. B. Barras promedio del % del JH (JH del 2do 
pulso – JH 1er pulso). Se observa el incremento de la actividad del NBC en presencia de G1 y su inhibición 
por la presencia del antagonista del GPR30 (G15), los inhibidores del MR (espironolactona y 
eplerrenona) y el secuestrador de ERO (MPG). Entre paréntesis se detallan el número de experimentos 
realizados. (*p<0.05). 
 
  Además, encontramos que la preincubación de los miocitos con G15 fue capaz 
de prevenir la activación del NBC por aldosterona (figura III.10), confirmando la participación del 
GPR30 en la vía de señalización de la hormona. (% del JH: Control 100 ± 7, n=5; Ald 145 ± 11, 
n=8; Ald+G15 89 ± 2.5, n=3) 
 
 
Figura III.10. La aldosterona ejerce su acción a través del 
receptor GPR30. Datos promedio del % del JH (JH del 2do 
pulso – JH 1er pulso). La acción de la aldosterona es inhibida 
totalmente por la incubación con el antagonista selectivo 
del GPR30. Estos resultados demuestran que la aldosterona 
a través del receptor GPR30 gatilla una cascada de 
señalización incrementando el transporte mediado por 
NBC. Entre paréntesis se detallan el número de 
experimentos realizados. (*p<0.05). 
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 Evaluamos la actividad del NBCe1 a través de los pulsos de K+. Como podemos observar 
en los trazos promedio de la figura III.11 demostramos que el bloqueante específico del 
receptor GPR30, G15 [1M] es capaz de impedir el incremento del la actividad del NBCe1 
causada por la aldosterona.  Estos resultados demuestran que la aldosterona al unirse al 
receptor GPR30 ejerce su acción estimulatoria sobre el NBCe1. 
 
Figura III.11. La aldosterona a traves del GPR30 incrementa la actividad del NBCe1. Se observan los 
trazos promedios de la despolarización por alto K+. La presencia de G15 fue capaz de evitar la mayor 
actividad del NBCe1 sugiriendo al GPR30 como el receptor responsable de gatillar los efectos de la 
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III.11 Discusión 
 
 En la segunda parte de esta tesis doctoral, estudiamos la regulación del NBC cardíaco 
por la aldosterona. Basándonos en los datos funcionales realizados en miocitos ventriculares de 
rata confirmamos la activación del cotransporte Na+/HCO3
- cardíaco por la aldosterona. 
 Además, se demostró que las especies reactivas del O2 se encuentran formando parte 
de la vía de señalización gatillada por la aldosterona. 
 Describimos funcionalmente que la activación del NBC por la presencia de la hormona 
esteroidea es independiente de la quinasa dependiente de Ca2+ y calmodulina (CaMKII) así 
como dicha activación es a través de un mecanismo no genómico. 
 A través del protocolo experimental denominado pulsos de K+ pudimos demostrar que 
la isoforma electrogénica NBCe1 es activada por la aldosterona [10nM]. Sin embargo no 
pudimos disecar la actividad de la isoforma electroneutra NBCn1, pudiendo o no ser afectada 
su actividad por la aldosterona. Ya que si bien se obtuvo una mayor actividad del NBC total, 
ésta podría deberse únicamente a la actividad del NBCe1. 
 Finalmente, propusimos que los efectos rápidos de la aldosterona sobre el NBC cardíaco 
son a través del receptor de GPR30. 
 La activación del cotransporte Na+/HCO3
- cardíaco por la aldosterona es un hallazgo 
totalmente novedoso, hasta el momento nunca descripto. Ha sido demostrado que la 
aldosterona es un potente activador de la NADPH oxidasa aumentando la concentración de 
ERO. Los estudios que implican a las ERO como participantes en las vías de señalización 
intracelular han crecido notablemente alejando aquel concepto que únicamente provocan 
muerte celular por oxidación. Recientemente nuestro laboratorio ha demostrado que las ERO 
inducidas por Ang II son capaces de incrementar el transporte mediado por el NBC total. En esa 
oportunidad se describió que la Ang II provoca la activación del NBCn1 mediado por las ERO, 
mientras que el NBCe1 se encontraba inhibido por la activación de la quinasa p38. Sin embargo, 
en el presente trabajo se describe un aumento en la actividad del NBC total, como así también 
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un aumento en la actividad del NBCe1, mediado por las ERO. Esta discrepancia se podría 
explicar ya que la Ang II además de  incrementar la producción de ERO activa la vía de la p38, la 
cual inhibe al NBCe1. Esta inhibición subsiste independientemente a la concentración de ERO. 
En el caso de la aldosterona, se podría pensar que no existe una activación de la p38, por lo 
tanto las ERO incrementan la actividad del NBCe1. Futuros experimentos utilizando inhibidores 
de la p38 podrían esclarecer esta controversia. 
 El hecho de que la aldosterona incremente la actividad del NBC en pocos minutos y que 
dicho incremento no se evite por la administración de bloqueantes de la traducción 
(cicloheximida) habla claramente de un mecanismo no genómico. Se ha propuesto que los 
efectos genómicos y no genómicos de la aldosterona son a través del receptor de 
mineralocorticoides (MR). El MR se activa con mineralocorticoides como la aldosterona, la 
desoxicorticoesterona, así como también con los glucocorticoides, cortisol y cortisona. La 
aldosterona al unirse al MR provoca la homodimerización del receptor y su posterior 
translocación al núcleo. Los elementos de respuesta hormonal son secuencias de nucleótidos 
presentes en el promotor de algunos genes que consta de un par de repeticiones invertidas 
separadas por otros tres nucleótidos, lo que indica que el receptor se une en forma de dímero. 
Conociendo el mecanismo de acción del receptor MR, hace difícil pensar al complejo 
aldosterona-MR como el encargado de iniciar la vía no genómica como es aceptado hasta el día 
de hoy. En el presente trabajo de tesis proponemos que la aldosterona al unirse al receptor 
GPR30 desencadena una activación de la vía intracelular no genómica. 
 En este trabajo se utilizaron dos inhibidores del MR, la eplerrenona y la espironolactona. 
Recientemente la especificidad de estos inhibidores del MR ha sido fuertemente cuestionada. 
Gross et al. propusieron a la eplerrenona como un antagonista parcial del GPR30. Este concepto 
fue criticado ya que farmacológicamente si un antagonista es parcial también debería ser un 
agonista parcial lo que no fue demostrado por Gross. Otra posibilidad es que en realidad la 
eplerrenona es un antagonista del GPR30 pero con una mayor Ki siendo necesarias 
concentraciones superiores para su total inhibición. De todos modos estas posibilidades 
deberán ser corroboradas empíricamente. 
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 Es conocido el incremento en las concentraciones intracelulares de Na+ y Ca2+ en la 
hipertrofia y en la insuficiencia cardíaca [118-122]. La activación del NBC por la aldosterona 
podría explicar al menos en parte el aumento de la concentración de estos iones, ya que el 
aumento de Na+ conduce a un consecuente aumento de Ca2+ por la activación del modo 
reverso del NCX.  
 
 La activación del NBC por la aldosterona podría explicar al menos en parte las 
implicancias fisiopatológicas que posee esta hormona en el músculo cardíaco.  
 
Figura III.12. Esquema de la vía de señalización por la cual la aldosterona activa al NBC. La aldosterona 
a través de su clásico receptor MR o del receptor GPR30 incrementa la actividad de la NOX aumentando 
la producción de las especies reactivas del O2, las cuales a través de una mecanismo aún no dilucidado 
activa el transporte mediado por NBC. Al aumentar la concentración de Na+ provoca que la fuerza 
impulsora del NCX disminuya, reduciendo la salida del Ca2+. Inclusive si la concentración de Na+ aumenta 
significativamente puede revertir la dirección del NCX, transportando Ca2+ al interior y sacando Na+. Esto 
resulta en un aumento del Ca2+ citosólico el cual es el precursor de señales hipertróficas y de arritmias. 
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Regulación del cotransporte NBCn1 por la 






El riñón mantiene el balance ácido-base gracias a la capacidad de secretar H+ y por la 
reabsorción de HCO3
-.  Las células del túbulo proximal reabsorben HCO3
-  debido a la expresión 
del NHE3 que se encuentra localizado en la zona apical de la célula y la expresión basolateral 
del cotransportador electrogénico Na+/HCO3
- de riñón (kNBC1). (8, 17, 30, 31). Se han descripto 
otros miembros de la familia SLC4 los cuales jugarían un rol muy importante en el transporte 
acido-base y/o en el mantenimiento del pH intracelular. [29, 123-127]. 
 
El NBC electroneutro (NBCn1) ha sido clonado por primera vez en células del músculo 
liso vascular [29] y su expresión ha sido descripta en células de túbulo distal del riñón [128]. 
Consistentemente, se demostró la existencia de un transportador dependiente de Na+ en 
células aisladas del túbulo distal, el cual es responsable de la recuperación del pHi luego de una 
acidosis en presencia de HCO3
- en el medio extracelular [129]. Además, fue descripta su 
localización tisular mediante ensayos de inmunofluorescencia [129]. 
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La acidosis metabólica crónica incrementa la expresión del cotransportador 
electroneutro NBCn1 en el riñón de rata, manteniendo inalterado la expresión del 
cotransportador electrogénico NBCe1. Además, se ha descripto un aumento en la expresión del 
NBCn1 en células de la médula ascendente expuestas a condiciones ácidas, las cuales 
modificaron la concentraciones de HCO3
- del medio extracelular [130].  
 
En este capítulo se estudiará la regulación por CO2 de la expresión del NBCn1 en células 
embrionarias de riñón humano (HEK293) y cómo se encuentra alterada su función. 
Adicionalmente describiremos la contribución que posee el NBCn1 en la regulación del pHi en 
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IV.2 Objetivo general 3 
 
 En la tercera parte de la presente tesis doctoral se estudió la regulación del NBC en 




 Demostrar la presencia endógena de un transporte dependiente de Na+ y HCO3- en 
células HEK293. 
 Describir la isoforma del NBC responsable del transporte endógeno en células HEK293. 
 Evaluar la expresión y correlacionarla con la función del NBC en células HEK293 luego de 
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IV.3 Regulación del pH intracelular en células HEK293 
 
 
 Células HEK293 cargadas con el indicador fluorescente sensible a pHi, BCECF-AM, fueron 
sometidas a un pulso de NH4
+ con el fin de lograr una acidificación intracelular. Se analizó la 
velocidad inicial de recuperación del pHi en un buffer conteniendo HCO3
-, Na+ y bloqueantes del 
intercambiador Na+/H+. En presencia de los inhibidores del NHE (EIPA, 10-50 M), o 1 M de 
Amiloride, se halló un descenso de 60% de la velocidad de recuperación del pHi, evidenciando 
la existencia de un mecanismo regulador del pHi independiente al NHE (figura IV.1. A y B).  
  
Figura IV.1: Transporte endógeno EIPA-insensible en células HEK293. A. Trazos representativos del pHi 
luego de una acidificación por un pulso de NH4
+ en condición control con y sin 30M de EIPA para inhibir 
al intercambiador Na+/H+. Existe una recuperación que es insensible a los bloqueantes del NHE 
demostrando la presencia de otro mecanismo regulador de pHi. B. Datos promedio de la velocidad 
inicial de recuperación en condición control y con Amiloride o diferentes concentraciones de EIPA. Entre 
paréntesis se detallan el número de experimentos realizados. (*p<0.05). 
 
 En un buffer sin HCO3
- (HBS), 30M de EIPA anuló totalmente la recuperación del pHi 
luego de la sobrecarga ácida, demostrando que el mecanismo EIPA-insensible es además 
dependiente HCO3
- (figura IV.2. A y B). 
  
71 Orlowski Alejandro 
 
Figura IV.2: El transporte EIPA-insensible es dependiente de HCO3
-. A. Trazos representativos del pHi 
luego de una acidificación por un pulso de NH4
+ sin bicarbonato extracelular (HBS, Hepes Buffer Salino) 
con y sin 30M de EIPA para bloquear el intercambiador Na+/H+. En ausencia de HCO3
- y con el NHE 
inhibido no se evidencia recuperación del pHi demostrando necesidad de la presencia de HCO3
- 
extracelular para el mecanismo regulador del pHi EIPA-insensible. B. Datos promedio de la velocidad 
inicial de recuperación en condición control o en presencia de EIPA. Entre paréntesis se detallan el 
número de experimentos realizados. (*p<0.05). 
  
 Con el fin de estudiar la posible dependencia con el Na+ se lo removió totalmente de la 
solución extracelular reemplazándolo por Colina (ColinaCl, ColinaHCO3). Como se muestra en la 
figura IV.3 la ausencia de Na+ extracelular evita la recuperación del pHi, demostrando la 
dependencia del transportador por la concentración de Na+ extracelular. Cuando se reemplazó 
el Cl- por gluconato la recuperación fue mayor inclusive a la condición control. El transporte es 
independiente de Cl- y además,  debido al incremento en la recuperación de la acidosis se 
podría especular con la existencia de un intercambiador Cl-/HCO3
- (AE) funcionando en su modo 
reverso. 
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Figura IV.3: Transporte endógeno Na+ dependiente y Cl- independiente. A. Trazos representativos de la 
recuperación del pHi luego de un pulso de NH4
+en ausencia de Na+ o Cl- extracelular, o condición control 
(Ringer). B. Datos promedio de la velocidad inicial de recuperación para cada una de las 3 condiciones. 
Entre paréntesis se detallan el número de experimentos realizados. (*p<0.05, con respecto a HCO3
-). 
 
 Se comprobó la afinidad que posee el transporte dependiente de Na+ y HCO3
- con el 
inhibidor farmacológico específico para el NBC, el S0859 [131, 132]. Se realizó la acidificación 
intracelular a través del pulso de NH4
+ en presencia de diferentes concentraciones de S0859 y 
se determinó la velocidad inicial de recuperación, siempre en presencia de EIPA [30M] para 
descartar la actividad del Na+/H+.  
 En la Figura IV.4.A se muestra la recuperación de pHi en presencia o ausencia de S0859 
[60M] mientras el NHE se encuentra inhibido por EIPA [30M]. Se realizó la curva dosis-
respuesta (Figura IV.4.B) obteniendo para la inhibición del NBCn1 por S0859 un IC50 de 30 ± 3 
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Figura IV.4: Sensibilidad al S0859, inhibidor selectivo del NBC. A. Trazos representativos de la 
recuperación del pHi luego de un pulso de NH4
+ en un buffer HCO3
- en presencia de EIPA con o sin S0859. 
Se observa la total inhibición del transporte al combinar los inhibidores del NHE (EIPA) y del NBC 
(S0859). B. Curva dosis respuesta. Se muestran los % de actividad del NBC para 0, 10, 30, 60 y 100 M de 
S0859. 
 Se estudió los niveles de expresión endógena de los contransportadores NBCe1, NBCe2 
y NBCn1. En la figura IV.5 se observan los inmunoblots correspondientes a cada uno de los 
transportadores. Las células además se transfectaron para corroborar que los anticuerpos 
efectivamente son capaces de detectar a los cotransportadores. Como podemos observar, se 
halló que en las células HEK293 se expresa endógenamente sólo el cotransportador 
electroneutro NBCn1. Además, mediante la técnica de RT-PCR se corroboró la presencia del 
transcripto únicamente correspondiente al NBCn1 (figura IV.6). Los inmunoblots y la RT-PCR 
indican al NBCn1 como el mecanismo de regulación de pHi dependiente de Na
+ y HCO3
- 
presente en células HEK293. 
 
Figura IV.5: Niveles de expresión endógena de los cotransportadores NBCe1, NBCe2 y NBCn1. 
Inmunoblots de lisados de células HEK293 trasfectadas con NBCe1, NBCe2 y NBCn1 (+) o sin transfectar 
(expresión endógena) (-). 
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Figura IV.6: Expresión de los transcriptos 




IV.4 Expresión del NBCn1 en células HEK293 expuestas altos niveles 
de CO2 
 Para estudiar como el CO2 podría regular los niveles de expresión del NBCn1, células 
HEK293 se incubaron en una atmósfera al 5%, 10% y 15% de CO2 durante 24 horas.  Mediante 
la técnica de Western-blot se estudió la expresión utilizando anticuerpos específicos contra 
NBCn1. El anticuerpo utilizado reconoce al epítope formado por 18 aminoácidos en el extremo 
carboxilo. Esta región es idéntica en las tres variantes de splicing para el NBCn1 (NBCn1-A, 
NBCn1-B y NBCn1-C) pero no comparten un grado de homología significativo con las isoformas 
electrogénicas NBCe1 y NBCe2. 
 
 Células HEK293 crecidas 24 horas en una atmósfera al 5% de CO2 fueron utilizadas como 
control. La figura IV.7.A. muestra los inmunoblots representativos de las células cuando fueron 
incubadas al 5%, 10% y 15% de CO2 por 24 horas. El análisis cuantitativo de la expresión de 
NBCn1 mostró un aumento de 3 veces con respecto al control para aquellas células expuestas al 
10% de CO2, y 7 veces mayor para aquellas expuestas al 15% de CO2. Además, se estudió el 
aumento en la expresión de NBCn1 en membrana mediante la técnica de marcación con Biotina 
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(ver materiales y métodos). Como era de esperar hubo una correlación positiva entre el 










Figura IV.7: La expresión del NBCn1 
se encuentra regulada 
positivamente por el aumento de 
la presión de CO2. A. Inmunoblots 
representativos de la expresión de 
NBCn1 de lisados de HEK293 luego 
de ser incubadas 24 horas en 
presencia de 5%, 10% y 15% de CO2. 
Las barras corresponden a los datos 
promedios de la densitometría de 
las bandas correspondientes a 
NBCn1 expresadas en unidades 
arbitrarias. (5% vs 10%, *p<0.05; 
10% vs 15% ** p<0.05). B. 
Inmunoblots representativos de la 
expresión de NBCn1 de lisados de 
HEK293 biotinilizadas e incubadas 
con la resina 
streptavidina/sefarosa. Las barras 
corresponden al % de expresión de 
NBCn1 en membrana.  
(5% vs 10%, *p<0.05; 10% vs 15% 
** p<0.05). Entre paréntesis se 
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 Estos resultados indican que la expresión del NBCn1 se encuentra regulada 
positivamente por el incremento de la presión de CO2. Para detallar las implicancias fisiológicas 
se intentó correlacionar el aumento de la expresión del NBCn1 con la función del 
cotransportador.  
 
IV.5 Análisis funcional del NBCn1 en células HEK293 expuestas a altos 
niveles de CO2 
 
 Se estudió la recuperación del pHi mediado por NBCn1 luego de 24 horas de incubación 
con diferentes presiones de CO2. Luego de las 24 horas las células fueron cargadas con el 
indicador fluorescente sensible a pHi (BCECF). Se registró la recuperación del pHi luego de un 
pulso de NH4
+ siempre en presencia de EIPA [30M] (Figura IV.8). La velocidad de recuperación 
inicial en aquellas células expuestas a 10% CO2 fue mayor con respecto al control y este 
aumento se incrementó aún más en aquellas expuestas a 15% CO2.  
Figura IV.8: Aumento del transporte mediado por NBC por el incremento de la presión de CO2. 
Velocidades de recuperación del pHi para cada una de las presiones de CO2. Se observa el aumento de 
las velocidades al incrementar el porcentaje de CO2. Estos resultados son consistentes con el aumento 
de la expresión de NBCn1. Entre paréntesis se detallan el número de experimentos realizados. (10% vs 
5%*p<0.05; 15% vs 10% ** p<0.05). 
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 Estos experimentos demuestran que la expresión y la función del NBCn1 se encuentran 
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 Se demostró en células HEK293 que el 50% de la recuperación del pHi luego de una 
acidosis corresponde al cotransporte Na+/HCO3
-, siendo el NBCn1 el único transportador 
responsable del influjo de HCO3
- al interior celular. El 50% restante corresponde al NHE ya que 
puede ser inhibido por bloqueantes clásicos del intercambiador Na+/H+ como el amiloride o el 
EIPA. Ha sido mostrado la expresión endógena del NHE1 [133, 134], NHE3 [135] y NH8 [136, 
137] en células HEK293 como así también en diferentes tejidos de riñón. 
 
En nuestros estudios se describió el transporte del NBC total sin diferenciar 
funcionalmente a qué isoforma corresponde. Sin embargo utilizando anticuerpos específicos 
para cada uno de los NBC obtuvimos únicamente señal para el NBCn1, descontando la 
presencia de NBCe1 y NBCe2. Además, la recuperación del pHi luego de la acidosis fue 
totalmente evitada utilizando el inhibidor selectivo para NBC, el S0859 [131, 132]. 
 
Las células HEK293 proporcionan un sistema de expresión heterólogo ampliamente 
utilizado en el estudio de transportadores de membrana. En la primer parte de este trabajo de 
tesis doctoral se utilizó este sistema de expresión para estudiar la interacción física y funcional 
del cotransportador NBCe1 con la AC IX siendo de gran utilidad dada su facilidad de 
transfección. 
 
Demostramos en células HEK293 que el incremento de la presión de CO2 (10%, 15%) en 
cultivo de 24 horas, provoca el incremento de la expresión del NBCn1, correlacionado con un 
aumento en la actividad. 
 
 Se ha visto que ratones expuestos crónicamente a altos niveles de CO2 incrementan la 
expresión de proteínas encargadas de regular el pHi en cerebro, corazón y riñón [138]. 
Principalmente se conoce la alteración de la expresión del  AE3 Cl-/HCO3
-, el NHE1 Na+/H+ así 
como también del NBCe1 y del NBCn1. En condiciones de hipercapnia existe una respuesta 
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diferencial en cada tejido. El cerebro altera los niveles de expresión del AE3, mientras que en 
riñón y corazón los mayores cambios se producen con el NHE1, NBCn1 y NBCe1 [130]. Este 
cambio del patrón de expresión de los transportadores de HCO3
- sugieren una respuesta 
adaptativa con el objetivo de atenuar los efectos deletéreos por la acidificación intracelular 
inducida por hipercapnia. Sin embargo, son necesarias más evidencias experimentales para 








 En el presente trabajo de tesis doctoral se estudiaron tres mecanismos totalmente 
diferentes de regulación del cotransportador sodio/bicarbonato. 
 El primer mecanismo estudiado involucra la interacción física con otra proteína, la 
anhidrasa carbónica IX, formando lo que se denominó un metabolón de transporte iónico.  Se 
demostró que dicha interacción es fundamental para un eficiente transporte de HCO3
- mediado 
por NBCe1. Además, se sugirió una importancia fisiológica de dicho metabolón en el 
acoplamiento excito-contráctil del miocito cardíaco. 
 El segundo mecanismo estudiado corresponde a la regulación por la hormona 
esteroidea, aldosterona. Demostramos por primera vez la regulación postransduccional positiva 
del  cotransportador NBC por la aldosterona y además dicha vía de activación involucra al 
menos dos diferentes tipos de receptores. Por un lado el clásico receptor de mineralocorticoide 
MR y en segundo lugar un nuevo receptor de membrana acoplado a proteína G, el GPR30. Estos 
hallazgos abren la puerta a futuros nuevos experimentos con el fin de dilucidar el papel 
fisiopatológico que ejerce la aldosterona sobre el NBC en el miocardio. 
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Por último, se postuló al  NBCn1 como el único mecanismo alcalinizante dependiente de 
HCO3
- en la línea celular embrionaria de riñón humano (HEK293). Además, se demostró un 
aumento significativo en la expresión de NBCn1 debido al incremento de la presión de CO2 en  
el cultivo por 24 horas. En ensayos funcionales se  halló  un mayor transporte catalizado por 








Materiales y Métodos 
 
 
VI.1 Aislamiento de miocitos cardíacos de rata 
 
 Se utilizaron ratas Wistar machos de 4 meses de edad, a las cuales se las anestesió con 
una inyección intraperitoneal de pentobarbital sódico (35 mg/Kg de animal). 
 El corazón se hepariniza (200U/ml) para evitar coágulos y se extrae rápidamente para 
luego ser sostenido en un sistema Langendorff (figura VI.1) y perfundido retrógradamente a 
través de la aorta durante 5 min con una solución HBS (mM): 146.2 NaCl, 4.69 KCl, 11 glucosa, 
10 HEPES, 0.35 NaH2PO4.H2O, 1.05 SO4Mg.7H2O, 1 Cl2Ca, 100% O2, pH 7,4. Una vez limpio, sin 
evidencia de resto de sangre, se prosigue con otra solución la cual posee el quelante de Ca2+ 
EGTA (0.1 mM) y en ausencia de Cl2Ca. Transcurridos 5 min, se inicia la perfusión con la solución 
enzimática, HEPES con 0.5 mM Cl2Ca, 0,2 mg/ml de colagenasa tipo II 300U/ml (Worthington 
Biochemical), 0.02 mg/ml proteasa y 1 mg/ml de albúmina bovina.  
 Una vez finalizada la digestión, el corazón es desmontado del Langendorff, y disgregado 
el tejido al ser afectado mecánicamente con pinzas. 
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 Finalmente, se restituye progresivamente el Ca2+ de la solución con el agregado de Cl2Ca 















Figura VI.1: Aislamiento de miocitos cardíacos de rata. A. Sistema Langendorff de retroperfusión 
aórtica utilizado para el aislamiento de miocitos ventriculares de rata. B. Miocitos aislados de ventrículo 
de rata Wistar macho de 4 meses de edad. Fueron observados con un microscopio invertido Nikon y un 
objetivo de 20X acoplado a un sistema de adquisición de imágenes Nikon Digital Sight. 
 
VI.2 Cultivo de células embrionarias de riñón humano (HEK293) 
 
 Las células HEK293 se cultivaron en recipientes T-75 (Falcón), en un medio de cultivo 
específico (Dulbecco´s Modified Eagles Medium, DMEM, Invitrogen) suplementado con 10% de 
suero fetal bovino (SFB) y en presencia de antibióticos (penicilina, estreptomicina, y 
gentamicina; PSG).  Las células fueron mantenidas en un incubador a 37 °C, en una atmósfera 
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Figura VI.2: Cultivo de células HEK293. En la figura se observa un cultivo de células embrionarias de 
riñón humano (HEK293) crecidas en monocapa.  
 
VI.3 Determinación de pHi por epifluorescencia 
 
 El pH intracelular (pHi) de los miocitos se midió por un sistema de epifluorescencia (Ion 
Optix, Milton, MA). Se utilizaron los miocitos cardíacos obtenidos en el mismo día mediante la 
técnica previamente descripta y mantenidos en un medio con HCO3
- burbujeado con CO2 5%/O2 
95%, los cuales fueron cargados con 10 µM del indicador de pHi, 2'-7'-bis (2-carboxyethyl) -5, 
6-carboxyfluorescein (BCECF)-AM a temperatura ambiente durante 10 minutos, al cabo de los 
cuales se lavó el medio extracelular con solución libre de indicador. 
 
 El modo de carga del indicador se basa en que las formas “AM” o “acetoxy-metil-ester” 
de los indicadores fluorescentes atraviesan fácilmente la membrana, y así una vez en el citosol 
las esterasas intracelulares cortan la porción AM para liberar la forma ácida del indicador, que 
es la que posee la propiedad fluorescente cuando se combina con el ión correspondiente (H+). 
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 Transcurridos 30 minutos de lavado, los miocitos fueron colocados sobre la platina de 
un microscopio invertido (Nikon TE 2000-U), a flujo continuo (2ml/min) y estimulados a través 
de dos electrodos de platino a una frecuencia de 0.5 Hz. La luz de excitación, provista por una 
cámara de Xenón de 75 watt, fue centrada a 440 y 490 nm y transmitida a los miocitos. La 
fluorescencia emitida fue colectada por un fotomultiplicador provisto de un filtro de 535 nm. El 
cociente (490/440) fue digitalizado a 10 kHz (ION WIZARD software) para análisis de 
fluorescencia. 
 
 Al término de cada experimento, se realizó una calibración con Nigericina y alto K+ [139]. 
Esto permitió transformar las unidades arbitrarias de fluorescencia del cociente 490/440 en 
unidades de pHi. Se realizó un gráfico del pHi vs el cociente 490/440, se hizo un ajuste lineal de 
los datos, y el valor de la ordenada al origen y la pendiente de la ecuación general de la recta 
fueron utilizados para reemplazar los datos de fluorescencia. 
 
VI.4 Pulso de NH4
+ en miocitos ventriculares de rata 
 
 Se utilizó la técnica denominada Pulso de NH4
+ para determinar la actividad total del 
transporte mediado por NBC (NBCe1+NBCn1). 
 
 El fundamento de la técnica se resume en la figura VI.3. Inicialmente los miocitos fueron 
expuestos a una solución extracelular de HCO3
- burbujeado con CO2 5%/O2 95%, registrándose 
el pHi hasta su estabilización. Al exponer los miocitos a NH4Cl 20 mM durante 3 minutos se 
genera una alcalosis intracelular debido a la difusión rápida, a través de la membrana, del 
amoníaco (NH3) y la siguiente asociación de esta molécula con los H
+ intracelulares.  
 
 Más lentamente a la vez difunde el NH4
+, el cual se disocia y aporta una cantidad extra 
de H+ al medio intracelular, produciendo una leve caída del pHi. Cuando el NH4Cl es removido y 
los miocitos vuelven a exponerse a la solución de HCO3
- inicial, se evidencia una rápida 
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acidificación celular debida a la generación intracelular de H+, secundaria a la disociación del 
NH4
+ en H+ y NH3 y al aporte de H




Figura VI.3: Esquema del fundamento del Pulso de Amonio. El NH3 ingresa a la célula produciendo la 
alcalinización. Una vez que se quita el NH4
+ del medio extracelular se genera una rápida acidificación 
producto de la disociación del NH4
+.  La activación de los mecanismos alcalinizantes: NBC y NHE 
provocan la recuperación del pHi. 
 
 
  Dado que el NH3 es permeable, sale de la célula, y los H
+ que permanecen en el interior 
son los responsables de la disminución del pHi.  
 
 Esta acidosis intracelular activa a los mecanismos celulares alcalinizantes (NHE y NBC), 
encargados de llevar el pHi a sus valores basales.  
 
 El análisis de los datos se realizó en el programa de computación Origin 7.0, ajustando la 
curva de recuperación con una función exponencial de primer orden. De este ajuste se obtuvo 
la velocidad (dpHi/dt) de recuperación a cada pHi y luego, con este dato y conociendo la 
capacidad amortiguadora total (βtot), se calculó el flujo de protones (JH) en mM/min (JH= βtot 
dpHi/dt). La βtot fue calculada a partir de la suma entre la capacidad amortiguadora del CO2 
intracelular (βCO2) y la capacidad amortiguadora intrínseca (i).  




[129]. La βi de los miocitos fue calculada exponiendo las células a diferentes concentraciones de 
NH4Cl (20, 15, 12, 9, 5 y 3 mmol/L) en buffer HEPES sin Na
+ y registrando el pHi obtenido para 
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cada concentración de NH4Cl durante 3 minutos, utilizando luego el promedio de los valores del 




o x 10 (pHo-pHi) /1+10 (pHo-pK), la 
βi se calculó como βi =  NH4
+i /pHi, y referida al punto medio de las medidas de pHi. pK del 
NH4
+= 9.21 y el pHo =7.4 [140]. La βi a diferentes valores de pHi fue estimada sobre un ajuste 
lineal obtenido de la gráfica entre la βi en función del pHi. 
 
VI.5 Pulsos de NH4
+ en células HEK293 
 
Células HEK293 fueron crecidas en cultivo hasta un 80% de confluencia en un flask T75. 
Se les remueve el medio de cultivo y luego de ser lavadas con un buffer fosfato salino (PBS) son 
resuspendidas utilizando una solución 0.25% de tripsina y 1mM de EDTA. 
La suspensión de células es cargada con 10mg/ml de BCECF-AM, el indicador 
fluorescente sensible a pHi, por 20 min a 37 
oC en un 1ml de buffer HBS. Luego de un lavado, se 
mantienen por 10 min a 37 oC para completar la hidrólisis del indicador. Se procede a realizar el 
pulso de NH4
+ para generar la acidosis intracelular (ver pulso de NH4
+ en miocitos ventriculares 
de rata). Las células son incubadas con 10mM de NH4
+ por 4 min, luego centrifugadas y 
resuspendidas en una solución HBS cero sodio para mantener las células acidificadas. Se toman 
100l de las células acidificadas y se resuspenden en 2 ml de un buffer HCO3
-. Las células 
cargadas y acidificadas cuando se encuentran con buffer en presencia de Na+ inician la 
recuperación del pHi, registrándose mediante la excitación alternativamente con haces 
luminosos de 503 y 440 nm, y la luz emitida se mide a 535 nm. El pHi se calcula a partir de una 
curva de calibración en HBS/K/nigericina. La nigericina permite el intercambio iónico libre a 
través de la membrana celular igualando el pHi con el pHe, al modificar este último por 
agregados de KOH 2M o HCl 0.1M y registrando la fluorescencia del indicador en cada punto 
obtendremos una relación lineal entre la fluorescencia 503/440 y el pH intracelular. 
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Figura VI.4: Construcción de la curva de calibración de pH en función de la fluorescencia emitida para un 
experimento típico. 
 
VI.6 Despolarización por alto K+ 
 
 Se estudió la actividad del NBC electrogénico (NBCe1) con un protocolo experimental 
denominado “Despolarización por alto K+”, donde los miocitos aislados son expuestos a una 
solución que contiene: (mM) 118  NaCl, 5 KCl, 1 MgSO4, 0.35 NaH2PO4, 10 glucosa, 40 cloruro de 
colina, 20 NaHCO3, pH 7.45 mM, y una vez estabilizado el registro de pHi, se modifica a una 
solución isosmótica pero con 45 mM de K+ manteniéndose por 14 minutos. 
 La mayor concentración de K+ de la solución produce una despolarización de la célula de 
aproximadamente 60 mV, activando todos los mecanismos electrogénicos, entre ellos el 
NBCe1. La activación del NBCe1 se traducirá como un incremento del pHi. Al volver a la solución 
inicial, el pHi disminuye a los valores basales. 
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Figura VI.5: Esquema de la despolarización con alto K+. El aumento de K+ extracelular produce una 
despolarización de aproximadamente 60mV activando únicamente los mecanismos electrogénicos, 
entre ellos el NBCe1. La activación provoca que el pHi aumente. 
 
VI.7 Expresión transitoria de ADNc en sistemas heterólogos 
 
 Los clones de cADN de interés utilizados en esta tesis han sido insertados en vectores de 
expresión de células de mamífero (pCDNA3 o similares), los cuales tienen la particularidad de 
tener un gen promotor del citomegalovirus humano, con alta expresión en células de 
mamíferos.  Células HEK293 cultivadas al 20% de confluencia en cajas de petri de 10 cm fueron 
transfectadas mediante el método del fosfato de calcio descripto por Ruetz el al. [141]. Se 
utiliza una solución taponada con HEPES e iones fosfato la cual al combinarse con otra solución 
que tiene Cl2Ca y el plásmido con el cADN de interés se forma un precipitado dado por el 
Ca3(PO4)2. Esta suspensión es agregada a las células en cultivo y por un mecanismo aun no del 
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VI.8 Análisis de proteínas por Western-blots 
 
 Células HEK transfectadas con los cADN codificantes de las proteínas de interés (NBCs, 
AC) se mantuvieron en cultivo por 36-48 horas post-transfección.  Luego de este período, tanto 
las células, como homogenatos preparados de corazón entero, o bien de ventrículos aislados de 
corazones de rata (previa disrupción del tejido con un Polytron o equivalente), fueron lavados 
con PBS (mM) 140 ClNa, 3 ClK, 6.5 HPO4Na2, 1.5 H2PO4K, pH 7.4) y los lisados de células o 
tejidos, preparados por adición de buffer de carga SDS/PAGE ((10% (v/v) de glicerol, 1-3% (v/v) 
2-mercaptoetanol, 2% (p/v) SDS, 0.5% (p/v) de azul de bromofenol, 75 mM Tris, pH 6.8)) 
conteniendo inhibidores de proteasas (MiniComplete Tablets, Roche). 
 
  Las muestras fueron resueltas en geles de 7.5-12% de poliacrilamida, dependiendo del 
peso molecular de la proteína en estudio, luego se transfirieron a membranas de PVDF por 
electroforesis (SDS-PAGE). Las membranas son bloqueadas con una solución que contiene leche 
al 10% para luego ser incubadas toda la noche con los anticuerpos específicos para cada una de 
las proteínas de interés. Al día siguiente se incuba por 1 hora con los anticuerpos secundarios 
los cuales están conjugados con una peroxidasa de rabanito. La detección de las proteínas 
inmunoreactivas se hizo por quimioluminiscencia (Amersham) y las señales se cuantificaron 
mediante análisis densitométrico. Los blots serán visualizados por quimioluminiscencia con 




 Corazones de rata o células HEK293 transfectadas con NBCs y/o ACs fueron lisados en 
un buffer IP: 10mM Tris-HCl, pH 7.5 1% NP40, 5 mM EDTA, 0.15 M NaCl, 0.5% Deoxicolato, 
inhibidores de proteasas (Roche), e inmunoprecipitados con anticuerpos específicos contra AC 
II, AC IV, AC IX o con suero no-inmune (suero no relevante).  El lisado se incuba en agitación con 
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proteína-A-sefarosa y el anticuerpo especifico de la proteína a precipitar, luego, la muestra se 
centrifuga a 9000 rpm para bajar la sefarosa y se descarta el sobrenadante, el cual es lavado 
consecutivamente con 3 soluciones (Sol1: 10 mM Tris-HCl, pH 7.5, 0.1% NP40, 1mM EDTA, 0.15 
M ClNa. Sol2: 10mM Tris-HCl, pH 7.5, 2 mM EDTA, 0.05% SDS. Sol3: 10mM Tris-HCl, pH 7.5, 2 
mM EDTA), para luego ser resuspendido en el buffer de carga. Las muestras preparadas serán 
sometidas a electroforesis en geles de 7-8% de acrilamida (SDS-PAGE), transferidas a 




















Figura VI.6: Ensayo de coinmunoprecipitación. En la figura se esquematiza el procedimiento realizado 
en donde se utiliza un anticuerpo unido a proteína-A-sefarosa para precipitar de un lisado de corazón o 
HEK una AC, luego se detecta la presencia en el precipitado de NBC mediante la técnica de Western-blot 
y utilizando un anticuerpo especifico contra NBC. 
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VI.10 Ensayo de GST Pull down 
 
 Se transformaron E. Coli (BL21 (DE3) codón plus) con los plásmidos para la producción 
de las siguientes proteínas de fusión: GST-AE1EC4, GST-NBC1EC3, GST-NBC1EC4. Estas 
proteínas corresponden a los bucles extracelulares del NBCe1 (EC3 y EC4) y del AE1 (EC4). Para 
su purificación, 2nM de cada una de las proteínas recombinantes fue incubada con 100L de 
glutatión Sefarosa 4B (Amershan Biosciences)  
 Una vez obtenidas las proteínas purificadas se las incubó toda la noche con un lisado de 
células HEK293 transfectadas con AC IX, para luego ser lavadas con PBS y eluídas con buffer 






Figura VI.7: Ensayo de GST Pull down. Se 
esquematiza el procedimiento en el cual un 
pequeño péptido fusionado a GST es 
utilizado para precipitar aquellas proteínas 
que interaccionan con éste, debido a la 
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VI.11 Análisis de expresión de proteínas de membrana. 
 
Se utilizaron células HEK293 crecidas en cultivo a 37 °C bajo condiciones normales (5%) 
o en altas presiones de CO2 (10%-15%). Las células fueron incubadas con Sulpho-NHS-SS-biotina 
(Thermo Scientific) y posteriomente lisadas en buffer RIPA el cual contiene inhibidores de 
proteasas (MiniComplet Tablet, Roche). Luego de una centrifugación a 14.000 g por 15 min y 
descartado el precipitado se cuantificó la cantidad de proteína total obtenida. 1000 g de 
proteína fue incubada con 100 l de la resina sefarosa asociada con estreptavidina (Thermo 
Scientific) y se incubó toda la noche a 4 °C con agitación para favorecer la unión entre la biotina 
y la estreptavidina. La resina es lavada repetidas veces con el buffer RIPA con el fin de eliminar 
aquellas proteínas unidas inespecíficamente. Las proteínas se eluyeron por la adición del buffer 
de muestra. La expresión de NBCn1 en membrana se determinó por Western-blot utilizando 
anticuerpos específicos. Se cuantificó la expresión de proteínas mediante densitometría usando 
la estación de imágenes BioRad. 
 
VI.12 Determinación de la expresión de transcriptos por RT-PCR 
 
 Se aisló el ARN total de un cultivo de células HEK293 utilizando el kit commercial RNeasy 
Min Kits (Qiagen, USA). Se obtuvo el ADNc a través de la reacción catalizada por la transcriptasa 
reversa (2 U/μl) Superscript II Reverse Transcriptase (Invitrogen). Para la reacción de PCR 
(HotStar Taq Master Mix, Qiagen) se utilizó 10% del cDNA y 1 pmol de cada uno de los primers 
(tabla VI.1). El protocolo del termociclador consistió en un único calentamiento por 15 min a 95 
°C seguido de 30 ciclos de 30 seg. a 60 °C de hibridización, 1 min de elongación a 72 °C, 30 seg. a 
95 °C de desnaturalización. Se utilizó β-actin como un control positivo del ADNc molde 
obtenido. Los productos de PCR fueron separados por electroforesis en un gel de agarosa al 2%. 
Para su visualización se utilizó GelRed Nucleic Acid Satín (Invitrogen) y se fotografió bajo un 
transiluminador ultravioleta.  
 
 











Tabla VI.1: Secuencia de los primers utilizados en la reacción de PCR. 
 
VI.13 Inmunofluorescencia y análisis por microscopía confocal 
 
 Se adhirieron miocitos ventriculares de rata a cubreobjetos tratados con laminina 
(30ug/ml). Las células luego son fijadas con paraformaldehído al 4% y permeabilizadas con 0.1% 
de tritón X-100. Luego de varios lavados con PBS se bloquea con una solución 5% de Albúmina + 
2% de Suero de pollo. Se incuba por toda la noche con el anticuerpo primario (1:100). Al día 
siguiente, se lava repetidas veces con PBS + 0.2% de gelatina, y se prosigue por la incubación 
del anticuerpo secundario, AlexaFluor 488 o AlexaFluor 594 (1:200) por 90 min. Se lavan 3 veces 
con PBS + 0.2% gelatina y se montan en portaobjetos para poder ser visualizados en un 
microscopio confocal. Las imágenes fueron obtenidas utilizando un objetivo de inmersión en 
aceite X60 1.4, y capturadas de manera secuencial para luego ser analizadas con el programa 











































equilibrado a pH 7.4 con una mezcla gaseosa de CO2
 
5% y 95% de O2 
HBS 






llevado a pH 7.4 con NaOH. 
PBS 
En mmol/L: 137 NaCl; 2.7 KCl; 10 NaHPO4; 2 KH2PO4.  
Lisis Buffer 
En mmol/L: 50 Tris-HCl, 5 EGTA, 2 EDTA, 100 FNa, 1 NaVO4, 0.05% Tritón X-100 a pH 7.5 
Buffer de muestra 
20% glicerol; 4% SDS; 10% -mercaptoetanol; 0.004% azul de bromofenol; 0.125 mM Tris-Cl a 
pH 6.8. 
 
VI.15 Análisis estadístico 
 
Los datos fueron expresados como la media ± el error estándar (ES), siendo comparados con el 
test de Student o con ANOVA, seguido de un test de Student-Newman- Keuls. Se consideró un 
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